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ABSTRAKT

V poslednich letech se z hlediska environmentalni analyzy stala na celém svété velmi po-
pularni otazka priniku rezidui 1é¢iv do slozek zivotniho prostfedi. Tyto kontaminanty patii
mezi biologicky aktivni latky, odliSujici se svymi fyzikalné-chemickymi a biologickymi
vlastnostmi, vykazujici vysoky sklon k bioakumulaci. Do zivotniho prostfedi pronikaji
zejména se stale zvySujici se spotfebou, piipadné také nespravnymi postupy pii jejich likvida-
ci. Mezi nejCastéji vyuzivana farmaka patii 1éky proti bolesti — analgetika a z této skupiny tzv.
nesteroidni protizanétlivé latky. Divodem jejich Casto nadmérného uzivani je jejich snadna
dostupnost. Z této velmi obsahlé skupiny latek byla pro monitoring vybrana 1éciva diklofenak,
ibuprofen, ketoprofen, kyselina salicylova, naproxen a paracetamol, jelikoz jsou jako ucinné
latky obsazené v nejvice pouzivanych preparatech. Sledovanou matrici byla odpadni voda ze
dvou &istiren odpadnich vod (COV), odebirana na piitoku a odtoku, aby mohly byt porovnany
nejenom rozdilné koncentrace cilovych analytl, ale zejména zjisténa ucinnost jejich odstrané-
ni, a to v zavislosti na pouzitych technologiich ¢isténi. Pro extrakci sledovanych kontaminan-
tt byla vyuzita extrakce pevnou fazi (SPE) a jako analyticka koncovka kapilarni zonova elek-
troforéza (CZE) s detekci diodovym polem (DAD). V ramci experimentu byla identifikovana
a nasledné kvantifikovana vSechna sledovana analgetika, a to jak na pfitoku, tak i odtoku
COV; bylo potvrzeno, Ze se tyto polutanty dostavaji do povrchovych vod i do dalsich slozek
zivotniho prostredi.

KLIiCOVA SLOVA

1éCiva, analgetika, nesteroidni protizanétlivé latky, odpadni voda, extrakce tuhou fazi, kapilar-
ni zénova elektroforéza



ABSTRACT

From viewpoint of environmental analysis in the whole world became popular in the latest
years the question of drugs’ breakthrough to the component of environment. These contami-
nants belong to the biological active compounds, with different physical-chemical and biolog-
ical properties and evince great tendency to bioaccumulation. They penetrate to the environ-
ment because of their increasing of usage and wrong techniques of liquidation. The most often
use drugs are preparations against pain — analgetics, and from this category there are non-
steroidal anti-inflammatory drugs. The frequent usage of this compounds relate to their easy
accessibility. From this large group of compounds was chosen for monitoring: diclofenac,
ibuprofen, ketoprofen, salicylic acid, naproxen and acetaminophen; because they include in
favorite preparations. The monitoring matrix was the wastewater from two waste water treat-
ment plants (WWTP). The sampling was performed in inflow and outflow because the com-
paring of concentration of selected contaminants and discovering of efficiency of removing
the polutants reliance on treatment technology. For extraction of selected contaminants was
used solid phase extraction (SPE) and for determination was used capillary zone electrophore-
sis (CZE) with diode array detection (DAD). There was identified and quantified all of se-
lected analgetics in inflow and so in outflow of WWTP. That means, this polutants infuse into
surface water and then into other components of environment.

KEYWORDS

pharmaceuticals, analgetics, non-steroidal anti-inflammatory drugs, wastewater, solid phase
extraction, capillary zone electrophoresis
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1 UVOD

Béhem poslednich nékolika let se nejen u nas, ale na celém svété stala velmi popularni otazka
ochrany zivotniho prostiedi. Z hlediska environmentélni analyzy se zacaly sledovat nové kon-
taminanty, které se vSak jiz velmi dlouhou dobu dostavaji do slozek zivotniho prostredi. Mezi
tyto polutanty patii biologicky aktivni latky. Tato skupina latek ma neblahy vliv na cely eko-
systém, zejména z divodu bioakumulace v nejriznéjsich slozkach zivotniho prostiedi. Do této
skupiny patii i 1éCiva, u kterych prokazatelné stoupa spotieba, a to v disledku neustale se zvy-
Sujici zivotni urovn€. Se zvySujici se spotiebou 1éCiv vSak také vzrasta koncentrace odpadnich
produktii, kam mohou tyto latky pronikat jak v pivodni, tak v metabolizované forme.

Mezi jedny z nejpouzivanéjSich 1éCiv patii skupina nesteroidnich protizanétlivych latek, také
n¢kdy nazyvana analgetika-antipyretika. Tyto pfipravky jsou velmi oblibené zejména proto,
ze velké procento z nich lze zakoupit volné bez lékarského predpisu. V domacnostech se tak
mohou nachézet 1 v nadmérnych mnozstvich a po uplynuti expiracni doby se pak Casto ne-
spravné likviduji. Dostavaji se do odpadni vody, ktera je nejvétsim prokazanym zdrojem kon-
taminace zivotniho prostfedi. Béhem poslednich let bylo vybudovano nebo zrekonstruovano
velké mnozstvi Cistiren odpadnich vod. Problematicky se projevuji pouzivané technologie,
které jsou nedokonalé pii odbouravani této skupiny biologicky aktivnich latek. Ty totiz nejsou
z odpadni vody zcela odstranény a neblaze ptsobi na biologické procesy pfi Cisténi. Proto se
potom dostavaji do recipientu, povrchovych vod a dale do riznych slozek Zivotniho prostiedi.

Pokud je prokazatelna zvySujici se spotieba té€chto latek a jejich nasledny pranik do ekosys-
tému, je naprosto nezbytné tyto polutanty neustale monitorovat a vyvijet nové a dokonalejsi
metody pro jejich stanoveni. Kapilarni zonova elektroforéza je metoda pomérné instrumental-
n¢ nenarocna a rychld. Velkou vyhodou, a to v porovnani s chromatografickymi metodami, je
velmi mala spotieba vzorku a chemikalii. S tim souvisi nejenom nizsi finan¢ni naklady, ale
zejména moznost vys§iho zakoncentrovani vzorku do mensiho objemu pfii extrakci, ¢imz lze
docilit nizsich limita detekce. Cilem této prace je optimalizovat tuto metodu tak, aby bylo
mozné ji pouzit na sledovani cilovych analyti ve vodnim ekosystému.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Léciva
2.1.1 Zakladni pojmy

Lécivo tvori 1éCiva latka, smés 1éCivych latek nebo 1éCivy pripravek (1). Podrobna definice je
uvedena v zakonu ¢. 378/2007 Sb., o 1éCivech a o zménach nékterych souvisejicich zakonua
(zékon o lécCivech).

Lécivymi latkami se rozuméji latky piirodniho nebo syntetického ptivodu s farmakologickym
nebo imunologickym uCinkem nebo latky ovliviujici metabolismus. Tyto latky slouzi
k prevenci, léCeni a zmirnéni chorob, k diagnostice a k ovliviiovani fyziologickych funkci (2).

Lécivym pripravkem se rozumi latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, Ze pusobi
1éCivé nebo ma preventivni vlastnosti v pfipadé onemocnéni lidi nebo zvifat (3). Humanni
1écivé pripravky jsou urCeny k podani lidem, veterinarni 1é¢ivé pripravky k podani zviratim.

Pomocné latky 1€éCiv jsou slozky 1éCivych pripravka bez vlastniho 1é¢ebného ucinku. Umoz-
fiuji a usnadnuji vSak vyrobu, pfipravu, uchovavani a aplikaci 1éCivych piipravka, pfipadné
mohou pfiznivé ovliviiovat farmakokinetické vlastnosti, tj. biologickou dostupnost pfitom-
nych 1écivych latek.

Lékova forma predstavuje zptsob upravy 1éCiva do formy vhodné pro 1é¢ebné pouziti. Lékova
forma musi byt pfizptisobena pozadované cesté piivodu 1é¢iva do organismu a musi respekto-
vat jeho fyzikalné-chemické vlastnosti. Podle zpiisobu podani se lékové formy déli na ente-
ralni (podavané prostiednictvim travici trubice) a parenteralni (podavané mimo travici trubi-
ci). Nejobvyklejsi enteralni cesta podani je usty (per os). Takto se podavaji napt. tablety, dra-
7¢ (potahované tablety), prasky v kapslich, roztoky, suspenze a emulze. Kone¢nikem (per
rectum) se podavaji Cipky. Parenteralni lékové formy jsou injekce, infuze, inhalované plyny
nebo aerosoly a zevné podavané zasypy, masti, pasty, krémy, pény, naplasti aj. Vazbou léCiva
na vhodnou matrici, napi. na nékteré polymery, lze docilit jeho postupného uvoliiovani
v prubéhu delsiho casového intervalu, tzv. protrahovaného ucinku léciva (2).

Mame-li tedy 1éCivy pripravek o urcité 1ékové formé, je pfipraven ke svému zamyS$lenému
pouziti, tj. podani pacientovi. Pokud je podan spravnym zpusobem, jak bylo zamys§leno vy-
robcem, stava se v tomto okamziku lékem (1).

Proléciva (profarmaka, prodrugs) jsou neucinné prekurzory, ze kterych vznikaji ¢inné latky
teprve metabolickymi pochody v organismu. Hlavnim divodem pfipravy proléciv je modifi-
kace nevhodnych vlastnosti nékterych 1éCiv, kterymi mohou byt napf. jejich prili§ mala nebo
naopak velka rozpustnost a z ni vyplyvajici omezena dostupnost pro cilové tkané, dale nespe-
cificky ucinek, mala stabilita, drazdivost, nepfijemna chut nebo zapach apod. (2).
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2.1.2 Nazvoslovi

Kazdé syntetické 1éCivo je chemicka sloucenina, kterou mizeme pojmenovat systematickym
nazvoslovim podle IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezina-
rodni unie pro Cistou a uzitou chemii). Tyto nazvy se vSak v praxi nepouzivaji, nebot’ byvaji
prilis dlouhé a malo prehledné. Proto ma kazdé 1éCivo tzv. genericky nazev ¢i INN (Internati-
onal Non-Proprietory Name), ktery nejcastéji vznika zkracenim nazvu systematického. Gene-
ricky nazev je evidovan Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO — World Health Organi-
zation) a pod timto nazvem lze Udaje o pfislusném 1écCivu vyhledat nejen ve farmaceutické
literatufe, napt. v Iékopisech, nybrz i v literatufe chemické, jako jsou napf. Chemical Abs-
tracts. Riizné farmaceutické spoleCnosti vyrabgji totéz 1é¢ivo pod riznymi obchodnimi nazvy
(trade names); tyto nazvy predstavuji obchodni znacku, ktera byva predmétem chranéni. Jako
priklad lze uvést analgetikum a protizanétlivou latku ibuprofen (Obr. 1). Jeji systematicky
nazev je kyselina (£) 2-(4-isobutylfenyl)propanova a na trhu se prodava pod nejraznéjsimi
obchodnimi nazvy: AKTREN, BRUFEN, DOLGIT, EXNEUTRAL, IBUMERCK, MOTRIN,
NUROFEN a mnohé dalsi (2).

CHj3

H,C CHq

HO
Obr. 1: Vzorec ibuprofenu
2.1.3 Historie

V prabéhu historie prodélal zptsob ziskavani 1é¢iv pozoruhodny vyvoj. Na jeho pocatku byla
léciva pripravovana vyhradné z pfirodnich zdroji a vznikala na zakladé zkusenosti lidového
1écitelstvi. Na jeho konci jsou prumysloveé vyrabéna chemoterapeutika definovaného slozeni
a uCinku. Moderni chemoterapeutika jsou vysledkem racionalniho vybéru provadéného v ram-
ci cileného farmaceutického vyzkumu a predstavuji vétSinu z 1€Civ uzivanych v soucasné do-
be.

V tzv. etapé prirodnich 1é¢iv bylo empiricky, metodou pokus-omyl, nashroméazdéno obrovské
mnozstvi poznatkil o ucincich riznych pfirodnich latek na lidsky organismus. Jednalo se pfi-
tom nejen o ucinky 1é¢ivé. Bylo objeveno i psychotropni piisobeni riznych materialti: omam-
né ucinky opia, psychostimulacni GCinky listd koky aj. Byly ziskany a vyuzivany také po-
znatky toxikologické, napf. znalost tzv. Sipovych jedu — kurare. Tato etapa, charakterizovana
vyhradnim pouzivanim pfirodnich materiala k pfipravé 1éku, trvala v Evropé zhruba do 16.
stoleti. LéCiva pochazejici z této etapy se Casto oznacuji jako lé¢iva prvni generace (2).

Prvni cilena 1écba chemickymi prostiedky byla Paracelsem propagovana (a snad i vyvinuta)
,,Seda mast™ na syfilitické viedy. Jejim zékladem byla suspenze rtuti v sadle. Dnes vime, ze

pusobila predevsim celkove; rtut’ se pies rany Castecné vstiebala a baktericidné pusobila na
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spirochety. Prestoze nestacila na jejich kompletni zniceni, postacovala k prevedeni infekce na
mirnéji probihajici formu (4).

Pokrok, ke kterému doslo v oblasti experimentalni chemie na prelomu 18. a 19. stoleti, umoz-
nil izolaci fady organickych latek obsazenych v pfirodnim materialu. Jednou z nejvétSich
osobnosti uvedeného obdobi byl Scheele, ktery ziskal v Cistém stavu napft. glycerol, kyselinu
benzoovou, jableCnou, vinnou a mocovou. Velkym pfinosem pro rozvoj farmaceutické che-
mie byla izolace alkaloidu morfinu z opia, kterou proved] roku 1803 Sertiirner.

Bouilivy rozvoj chemie v pribéhu 19. stoleti dal vzniknout specializovanému farmaceutické-
mu primyslu. Primyslové se zacalo izolovat antimalarikum a antipyretikum chinin (Obr. 2)
z klry chininovniku. Objevila se prvni organicka 1éCiva, pro jejichz struktury neexistuje
v pfirodé¢ obdoba: inhalacni anestetika diethylether a chloroform, sedativum a hypnotikum
chloralhydrat (Obr. 3), antipyretikum a analgetikum acetanilid — antifebrin a mnohé dalsi.
Léciva z toho obdobi se oznacuji jako léciva druhé generace (2).

Obr. 2: Vzorec chininu

el CoHOH ,/’DH CL,
CHgCH,0H —*» CHCHO———= HyC-CH  ——
N
DC2H5

semiacetal

OH
L /DH H,30, /;,D H,O
— Cl;C—CH — Clc’ — Cl;t —CH
. . .
OC,Hg H OH

semrdacetal chloralu chloral chiorathydrdt

Obr. 3: Postup pri vyrobé chloralhydrdtu (5)
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Snaha o zjednoduseni struktury 1éCiv a jejich obmény vedla v fadé pripadu k rozpoznani tzv.
nepostradatelného, neboli esencialniho strukturniho fragmentu molekuly, ktery urcuje biolo-
gickou aktivitu latek. Latky, které vznikly cilenou obménou struktury slou¢enin pfirodniho,
pfipadné syntetického ptivodu o znamém biologickém tcinku, se povazuji za 1éCiva treti gene-
race (2).

Rozvoj biochemie ve 20. stoleti vyznamné ovlivnil 1 vyvoj 1éCiv. Biochemie umoznila vysvét-
lit podstatu transportu, distribuce, metabolismu a vylu¢ovani 1éCiv z organismu. V fadé pripa-
di se podarilo odhalit téz strukturu receptoru, tj. specializovanych vazebnych mist v burice,
ktera po interakci s latkami komplementarnich chemickych struktur navozuji charakteristic-
kou odpovéd’ organismu. Vznikl novy védni obor zvany farmakologie, ktery se zabyva vza-
jemnymi interakcemi 1é¢iva a organismu.

Ve 2. poloviné 20. stoleti se zacal rozvijet obor, v literature ¢asto oznacovany jako QSAR
(Quantitative structure-activity relationship). Znalost vztahti mezi strukturou chemickych la-
tek ajejich biologickou aktivitou by teoreticky umoziovala predikovat biologickou aktivitu
iutéch latek, které dosud nebyly syntetizovany, a takto racionalizovat proces vyhledavani
novych 1€Civ, pesticidi, herbicidi apod. Farmaka, jejichz struktura byla navrZena s vyuzitim
korelacnich vztahti mezi strukturou a biologickou aktivitou slouenin, se oznacuji jako 1éCiva
ctvrté generace.

Na rozdil od té ¢asti farmaceutického vyzkumu, ktera se zabyva vyhledavanim novych biolo-
gicky aktivnich latek, doznala oblast hodnoceni a testovani novych 1é¢iv nejpodstatnéjsich
zmén teprve v poslednich desetiletich. Tragické ptipady poskozeni pacientii vyvolané nepo-
znanymi vedlejs$imi ucinky 1€k, vedly ke znacnému zpfisnéni testovani novych potencialnich
1éCiv ake zptisnéni jejich schvalovaciho fizeni. Asi nejznaméj§im pripadem léCiva
s nezadoucimi vedlejSimi ucinky bylo hypnotikum thalidomid, uvedené na trh jako racemat
v prvni poloviné 50. let 20. stoleti. Jeden ze stereoizomert uvedené latky ma prokazané tera-
togenni uc¢inky (2). V nasledujici tabulce jsou uvedeny nékteré dalsi piiklady stereoizomert
a jejich vlastnosti.
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Tab. 1: Vliv struktury chiralnich sloucenin na biologickou aktivitu (6)

. . R- neteratogenni
Thalidomid 0 [08 ;
S- extrémné teratogenni
|
N
R R- zpusobuje oslepnuti
Ethambutol ' i
/\[ S,S- tuberkulostatikum
OH
COOH
) R- sladky
Asparagin v
parag \E S- hotky
CONH,
* /k :
O/Y\T CHs | R- kontraceptivum
Propranolol OH H S- antihypertenzivum, anti-
arytmikum
H
N o o
R R- antibiotikum
Chloramfenikol o .
Q)j/ S, S- inaktivni
O,N cl
HoC
o pouziva se racemat, avSak
Ibuprofen ® | pouze (S)-enantiomer ma
protizanétlivy ucinek
0

2.2 Biomembrany

2.2.1 Vyznam biomembran

Biologické membrany jsou plosné organizované nadmolekulové struktury o tloustce 4 az
13 nm, které jsou nepostradatelné pro zivot. Existuji rizné typy membran, liSicich se ve struk-
tufe 1 funkcich; presto vSak maji fadu spolecnych vlastnosti. Nejvice je prostudovana vnéjsi
membrana vSech bun€k, ¢asto nazyvana (cyto) plasmova (nebo bunécna) membrana. Tvori
fazové rozhrani mezi buikkou a jejim okolim. Je to ochranna bariéra, ktera propousti
z prostiedi do buriky jen nekteré latky a soucasné dovoluje vyluCovat nékteré bunécné pro-
dukty a potfebné latky v burice zadrzovat. Ma proto rozhodujici ulohu pfi vymeéné latek mezi
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burikou a okolim a pfi udrzovani konstantnosti vnitiniho prostfedi buiky. Z hlediska trans-
portni funkce 1ze biomembrany charakterizovat jako bariéry omezujici volnou difuzi latek.
Nejde vsak o nepropustné stény, ale o vysoce selektivni permeabilni predély, regulujici mole-
kulové a iontové slozeni vnitrobunééného prostiedi (7).

2.2.2 Molekulové slozky biomembran

Z chemického hlediska jsou buné¢né membrany struktury zbudované z molekul lipida, bilko-
vin a sacharidd, které jsou v organizovaném usporadani udrzovany nekovalentnimi interak-
cemi. Z fyzikalniho hlediska to jsou dvojrozmémé kapaliny. Jiz v roce 1925 E. Gorter a F.
Grendl navrhli za zakladni prvek tzv. lipidovou dvojvrstvu, v niz jsou molekuly polarnich
lipida usporadany tak, ze v obou monomolekulovych vrstvach jsou dlouhé osy molekul kolmé
na rovinu dvojvrstvy. Pfitom polarni ¢asti molekul kazdé monovrstvy jsou orientovany sme-
rem ven, tj. vng, resp. dovnitf buriky, a jsou v kontaktu s vodnym prostiedim. Nepolarni ¢asti
lipidovych molekul pak sméfuji dovnitt dvojvrstvy, takze nejsou v dotyku s vodou
a rozpusténymi latkami; tvori hydrofobni fazi separujici dva vodné roztoky (Obr. 4).

Lipidova dvojvrstva idealné spliiuje pozadavky kladené na membrany. Je nepropustna pro
ionty a vétSinu polarnich molekul, dale je kapalna, takze muze slouzit jako rozpoustédlo pro
membranové bilkoviny, samovolné zaceli vznikly otvor a umoziuje splynuti membran, kdyz
se dvé buriky spojuji v jedinou (7).

2.2.3 Molekulova organizace a jeji vlastnosti

Postupné bylo navrzeno nékolik modeld uspotradani molekul lipida a bilkovin v membranach.
Ukazalo se, ze membrany nemaji jednotnou strukturu. Pro mnohé z nich jsou vhodné modely
s bimolekulovou lipidovou vrstvou, do niz jsou vklinény, nebo kterou prostupuji molekuly
bilkovin. V nékterych membranach vSak tvoii zaklad skelet bilkoviny a lipidy jen obklopuji
tyto stavebni slozky.

Ke konci padesatych let 20. stoleti se zvysila rozliSovaci schopnost elektronové mikroskopie
do té miry, ze umoznila pfimy pohled na strukturu membran a vytvoreni dnes obecné pfijima-
né predstavy o stavbé membran. Zdurazinuje dynamicky charakter jejich organizace: membra-
ny jsou pojimany jako dvourozmérné roztoky orientovanych globularnich bilkovin a lipida.
Model, ktery nejlépe vystihuje tuto koncepct, je v ptipadé cytoplasmovych membran tzv. mo-
del tekuté (fluidni) mozaiky, vytvoteny S. Singerem a G. Nicolsonem v roce 1972 (Obr. 4)

(7).
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Obr. 4: Struktura biomembrany (8)
2.2.4 Biomembranovy transport

Jedna z nejdulezitéjsich funkci vétSiny membran je funkce transportni. Membrany zajistuji
nejen prisun zivin do bunky a odstrafiovani odpadnich produkti metabolismu z buriky, ale
pfispivaji i k udrzeni optimalnich osmotickych poméra v burikach a mezibunécnych prosto-
rech a vytvareji a udrzuji potiebné chemické a elektrochemické gradienty.

Prestup latek pfes membranu muze probihat riznymi mechanismy. Jsou zavislé na slozeni
a strukturach biologickych membran a na povaze prenasenych latek (na jejich velikosti, pola-
rit€, naboji). V zasadé mizeme riizné mechanismy membranového transportu rozdélit do dvou
skupin — na nespecifickou permeaci a na specificky transport (Obr. 5) (7).

2.2.4.1 Nespecificka permeace

Zpusob transmembranového pohybu, ktery neni specificky katalyzovan bilkovinami, je obec-
n¢ nazyvan nespecificka permeace (prostup) nebo, vzhledem ke kinetickému popisu, prosta
diftize. Je to soubor pochodu, jimiz se rozpousténé latky (ionty nebo nenabité molekuly) do-
stavaji z jedné strany membrany na druhou bez potieby dodani energie nad energii predstavo-
vanou rozdilem chemickych nebo elektrochemickych potenciala dané latky na obou stranach
membrany.

Ptenos latek prostou diftizi mize probihat riznymi zpasoby:

— Rozpousténim v membranovych lipidech a redistribuci na druhé strané membrany
(Takto prostupuje fada organickych molekul, vCetné vétSiny chemoterapeutik a plyny
rozpusténé ve vodé: O,, N,, Hy, CO,)

— Prostup nepravidelnostmi v usporadani lipida (timto mechanismem piechazi asi 5—
15 % translokovaného mnozstvi vody)

— Prutok skuteCnymi poéry v membrané (ve membrané, ktera se stale vilni, vznikaji
s polocasem 1 ps drobné pory o priméru kolem 0,3 nm)
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— Pohyb hydrofilnimi kanalky vyplnénymi vodou (tvoii je bilkoviny a mohou jimi pro-
chazet ve vode rozpusténé latky) (7)

2.2.4.2 Specificky pFenaSecovy transport

Zakladnim mechanismem je pohyb zprostiedkovany bilkovinnym pifenaSecem. Ten rozezna
prenasenou latku, navaze ji a prenese (sam nebo prostrednictvim dal§ich bilkovin) prostorem
membrany a na jejim opacném povrchu ji zvazby uvolni. Vazebnych mist je na pfenaseci
konecny pocet, takze pfi tomto typu transportu pozorujeme proces syceni, kompetici i inhibi-
ci, jako v kinetice uc¢inku enzymu. Bilkovinné prenaseCe vétSinou nejsou pohyblivé, ale jsou
to transmembranové bilkoviny a funguji zménou konformace vazebného mista. Zménou po-
lohy jednoho nebo dvou aminokyselinovych zbytka se vazebné misto ,,otevira“ na jedné nebo
druhé strané¢ membrany.

Membranové prenasece, které nevyzaduji dodani energie, byvaji nazyvany permeasy. Nemaji
vliv na smér prichodu — ten je dan koncentratnim spadem transportované latky (pouze zvysu-
ji rychlost pfenosu: je asi 100 az 1000krat vétsi nez pii prosté diftizi; hovoiime o usnadnéné
(zprostiedkované, katalyzované) difuzi; naopak, kdyz stejny nosi¢ mize v opaéném sméru
prenaset jinou latku, mluvime o vyménné difuzi).

Pti nespecifické permeaci 1 zprostiedkované difiizi probiha latkovy tok prenasenych latek do
prostiedi o jejich nizsi koncentraci, tj. ve sméru poklesu jejich chemického (v ptipadé iontd
presné&ji elektrochemického) potencialu. Hovofime proto o tzv. pasivnim transportu. Cast&jsi
je vsak pripad opacny, tj. pfenos v obraceném sméru, proti koncentracnimu gradientu (proti
poklesu chemického potencialu), ozna¢ovany jako aktivni transport (Obr. 5).

Pro aktivni transport tedy neni rozhodujici gradient chemického potencialu prenasené latky
(ten muze byt kladny, nulovy nebo zaporny), nybrz odlisny mechanismus pienosu, zahrnujici
dodani energie. Jeji potfebné mnozstvi vystihuje Nernstova rovnice:

AGirans = —RT In<2 (Rov. 1)

in

kde C znaci koncentraci pfenaSené latky.

Energie muze byt ziskana hydrolytickym Stépenim molekul s vysokym obsahem energie
(ATP), dale oxidaci substratu, dekarboxylaci oxokyseliny a vyjime¢né pohlcenim fotonu
(zname jen u bakteriorhodopsinu ze slanomilnych bakterii). Ve vS§ech téchto pfipadech hovo-
fime o primarnim aktivnim transportu.

v I3 e 7 v [s .. . o o + + 7o v
Nekteré transportni systémy pouzivaji energii gradientd iontd H™ nebo Na’, které jsou soucas-
né s transportem udrzovany né&jakym primarnim prenaseCovym mechanismem (ATPasou,

oxidaci apod.). Tento zpliisob pfenosu nazyvame sekundarni aktivni transport.

Aktivni transport nékterych latek mize byt spojen s jejich enzymovou preménou. Na jedné
strané vstupuji do membrany, v ni prob&hne jejich pfeména a na druhé strané vystupuji v jiné
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formé — jako produkt reakce (Casto jde o fosforylaci). Tento druh pfenosu byva nazyvan sku-
pinova translokace (7).

(A transported molecule
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Obr. 5: Membranovy transport (8)
2.2.4.3 Pinocytoza

Molekuly piili§ velké pro prichod kanaly nebo pory, jako jsou molekuly bilkovin a nukleo-
vych kyselin, nejsou pfenaseny pomoci nosicu. Pro jejich prichod membranou uzivaji bunky
bud’ slozity proces vstfebavani, oznaCovany jako pinocytoza, nebo specidlni systémy, uziva-
jici enzymy. Pinocytoza zahrnuje lokalni pfestavbu membrany — oddéluje se jeji Cast za tvor-
by vacku obalujiciho prenasenou latku. Jsou-li tyto vacky transportovany z media od buriky,
hovotfime o endocytoze, v piipade prenosu z cytoplazmy ven z buriky, o exocytoze (Obr. 6).
Pinocytdzou vSak nejsou transportovany jen makromolekuly biopolymerd, ale i rizné malé
molekuly, jako jsou neurotransmittery nebo malé molekuly a ionty rozvadéné v organismu,
vazané na makromolekulové nosice (7).

2.2.4.4 Fagocytoza

Jedna se o druh endocytozy, prostfednictvim které jsou pohlcovany vétsi ¢astice. Plazmaticka
membrana vytvari vybézky (panozky), které obklopi Castici a uzaviou ji do méchytku (9).
Fagocytoza nastava pouze ve specializovanych burikach, jako jsou makrofagy a granulocyty,
kde jsou pohlcovany napf. viry, bakterie, buriky a jejich zlomky. V tomto ohledu jsou makro-
fagy extrémné aktivni, mohou za hodinu stravit 25 % svého objemu (10).
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Obr. 6: Endocytoza a exocytoza (11)

2.3 Osud léciva v organismu

2.3.1 Penetrace do organismu

Cesty vstupu (penetrace) cizorodych latek do organismu jsou rizné. NejCastéjsi je vstup zazi-
vacim traktem, méné Casty pokozkou (dermalni zpusob), sliznici a plynné latky a aerosoly
vstupuji do organismu respiraénim systémem (inhalace). Ve vyjimecnych ptipadech, napt. pfi
zranénich nebo pii nekterych aplikacich 1ékli, mize dojit k pruniku nitrozilnimu, nitrosvalo-
vému nebo podkoznimu. Po vstupu do organismu a vstfebani (resorpci) dochazi k jejich in-
terakcim se slozkami organismu. Pfitom probihajici procesy 1ze obecné rozdélit do dvou fazi:
farmakokinetické, zahrnujici osud farmaka in vivo az k dosazeni mista u¢inku a farmakody-
namické, tj. vice nebo méné specificka reakce farmaka s receptory v misté pusobeni, které
vede prostfednictvim fetézce biochemickych reakci k vyvolani odpovidajiciho biologického
(farmakologického) ucinku (7).

2.3.2 Distribuce v organismu

Interakce 1éCivo-organismus jsou pomérnée komplikované a predstavuji soubor propojenych
a vzajemné podminénych procest. Distribuci 1éCiva v organismu vyznamné ovliviiuje jeho
vazba na proteiny krevni plasmy. Pevnost této vazby vyjadiuje hodnota rovnovazné konstanty
K:

K =22 (Rov. 2)

CL.CP’

kde cr, je rovnovazna koncentrace volného l1éciva, cp — rovnovazna koncentrace volného pro-
teinu a cLp rovnovazna koncentrace komplexu 1é¢ivo-protein.

Lécivo vyskytujici se ve volné formé je v organismu vét§inou vystaveno pusobeni nespecific-
kych enzymovych reakci, pfi kterych dochazi k jeho preménam (biotransformaci, metabolis-
mu) na latky 1épe rozpustné ve vodé€, a proto schopné vylouceni (exkrece) z organismu. Pfi
biotransformaci mohou vznikat metabolity, které vykazuji stejny farmakologicky ucinek jako
puvodni latka. Metabolicka pfeména vSak muze vést také ke vzniku neucinné latky (inaktiva-
ce, detoxikace) nebo naopak ke vzniku latky uc¢inné&;si (aktivace). Jsou vSak znamé i ptipady,
kdy metabolickymi pfeménami vzniké latka toxickd, pfipadné vyrazné toxictéjsi nez latka
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ptvodni (napf. pfeména methanolu na formaldehyd). Jen vyjime¢né nedochazi v organismu
k biotransformaci latek. Biotransformace je vétSinou dvoustupriovy proces. V prvni fazi pro-
biha oxidace, redukce nebo hydrolyza za vzniku metaboliti, které jsou prevazné polarnéjsi
a proto l1épe rozpustné v t€lnich tekutinach nez pivodni latka. V druhé fazi probihaji konju-
gacni (syntetické) reakce s endogennimi produkty normélniho metabolismu a vznikly konju-
gat, ktery je ve vode rozpustny, se vylucuje prevazné moci, stolici a potem (2).
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Obr. 7: Zavislost koncentrace ldtky v krvi na case (koncentrace je uddna v % vychoziho sta-
vu). (a) — jednordzové intravenozni poddni, (b) a (c) — jednordzové perordlni poddani (12)
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Obr. 8: Typicky pritbéh zavislosti koncentrace léciva v krvi na case pri opakovaném podani

(13)
2.3.3 Mechanismy ucinku léciv
2.3.3.1 Specifické mechanismy ucinki léciv

Utinek 16¢iv je duisledkem jejich interakci se specifickymi biopolymery (nejcast&ji proteiny)
v organismu, tzv. receptory. Navazani 1éCiva na receptor je ve vétSiné pripadu zprostiedkovan
riznymi typy slabych interakci. V prvni fazi se pfevazné uplatiiuji atraktivni elektrostatické
sily: ion-ion, ion-dip6l apod. V nasledujici fazi dochazi k orientaci molekuly léciva a jejimu
konforma¢nimu prizpisobeni tvaru receptoru; nakonec dochazi k fixaci na receptor prostied-
nictvim vodikovych mustkt, CT-interakci, hydrofobnich interakci a van der Waalsovych sil.
Vysledkem je vznik komplexu s minimalnim obsahem Gibbsovy energie. Na uvedeny proces
lze rovnéz pohlizet jako na vznik supramolekularni struktury koordinaci ligandu (Iéciva)

k receptoru.
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Vazba léCiva k receptoru je provazena zménami konformace biopolymeru, které méni celou
fadu jeho vlastnosti, a tak zahajuji sled biochemickych pochodu vedoucich k bunééné odezve.
Velice ¢asto vazba jednoho ligandu na specifické misto molekuly proteinu ovliviluje vazbu
jiného ligandu na zcela jiném misté téze molekuly proteinu. V takovém piipadé hovoiime
o allosterické interakci. Allostericky efekt pfedstavuje vyznamny prvek regulace a prenosu
signalu od receptoru smérem k systémum odpovédnym za bunécnou odezvu.

Ptirozenymi ligandy receptorti v organismu jsou riizné endogenni latky, jako hormony, neuro-
transmitéry, autakoidy (tzv. lokalni hormony pusobici pouze v misté svého vzniku) apod. Lat-
ky, které po navazani na receptor vyvolavaji podobné ucinky jako pfirozené ligandy, nazyva-
me agonisty pfislusného endogenniho pusobeni. Latky, které naopak brani témto ucinkim,
nazyvame jejich antagonisty (2).

2.3.3.2 Nespecifické mechanismy ucinku léciv

Nékteré typy 1éciv pusobi nespecificky a jejich ucinek vyplyva pouze z obecnych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Jedna se predevsim o inhalacni anestetika, ktera se diky své lipofilité
rozpousti v neuronalnich membranach, meéni jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, a tak ovliv-
fiyji prenos nervového vzruchu. Jako dalsi priklady lze uvést latky upravujici pH zaludecnich
§tav (antacida), latky mechanicky kryjici povrch (cytoprotektiva), absorbenty apod. (2).

2.4 Léciva v povrchovych a odpadnich vodach

V poslednich letech se rapidné zvysilo uzivani farmaceutickych a hygienickych piipravka.
Rocné je celosvétové vyprodukovano nékolik kilotun béznych nesteroidnich antiflogistik,
jako je napt. ibuprofen (14). Léciva, kterd po poziti projdou travicim traktem, vstupuji do Cis-
tiren odpadnich vod a touto cestou se tak dostavaji do vodniho ekosystému a vodniho hospo-
dafstvi. Pokud jsou tyto farmaceutické vyrobky biologicky aktivni, maji negativni vliv na
vodni i suchozemské ekosystémy a mivaji tendenci k bioakumulaci (15). Jiné cesty pruniku
nepouzitych nebo proslych 1€kt (16). Dals§im problémem je to, ze vysoké procento l1éCiv je
z téla vylouceno v nemetabolizované formée a vstupuje do odpadnich vod jako biologicky ak-
tivni latky, jejichz environmentalni dopad neni dosud jednoznacné objasnén. Dal§imi procesy
se mohou tyto latky sorbovat do ptdnich sedimenti nebo se mohou Castecné rozdélit mezi
vodnou a organickou fazi a vstupovat tak do potravniho tetézce (17).

2.4.1 Aspekty biotransformace 1é¢iv

Nemetabolizovana 1éCiva patfi mezi nejhure biologicky odbouratelné latky v zivotnim pro-
sttedi (18). Mnoho téchto latek je perzistentnich a lipofilnich a jsou schopné prostupovat bio-
membranami, coz jim umozni provést specifické biologické funkce (15). Vétsina farmak
vstupujicich do cilového organismu projde uritym stupném metabolické premény (17).
Obecné by se dalo fici, ze tim, jak metabolické procesy zvySuji rozpustnost téchto latek ve
vod¢, usnadiiuji soucasné exkreci a minimalizuji tak jejich potencialni toxicitu. V opaéném
ptipadé, tj. kdy se molekuly stavaji vice hydrofobnimi, brzdi se tim také jejich exkrece (19).
Neni ovsem pravidlem, ze metabolické pfemény vzdy snizuji toxicitu lé¢iva. Tento fakt upo-
zorfiuje predev§im na skutecnost, ze zkoumani Gc¢inku latek pouze ve formé, ve které vstupuji
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do organismu, je nedostatecné (20). Dalsi problém nastava v ptipad¢, jsou-li produkty detoxi-
kace nasledné preménovany jiz mikrofldrou tlustého stfeva nebo mikroorganismy pfitomnymi
v kanalizacnim odpadu. Tento proces pfemény se nazyva ,,dekonjugace™ a je patrny pii detek-
ci biologicky aktivnich 1é¢iv v odpadech z Cistiren a vstupech do zivotniho prostredi (21).

2.4.2 Zdroje pruniku lé¢iv do Zivotniho prostredi

Rezidua 1é¢iv vstupuji do zivotniho prostiedi tfemi zakladnimi cestami (Obr. 9): umyslnym
nebo netimyslnym unikem z podnik(i vyrabéjicich 1éCiva, vypousténim veterinarnich nebo
zemédélskych farmak po terapeutickém nebo komercnim pouziti a prinikem humannich 1¢-
Civ, a to nejCastéji z odpadnich vod (22).

Humanni léc¢iva Veterinarni léCiva
Exkrementy Exkrementy Likvidace odpadi
Z nemochnic Z domacnosti (nepouzity material) Exrementy
\ ¥ Y \
Komunalni odpadni vody Domaci odpad

/ Hnojivo
l—»‘ Zavlahova pole I \ >
Cistima odpadnich | _, | Cistirensky /

vod kal Uloziste

S~ / odpadu

Povrchové vody |= \
/////" “\\*

Podzemni vody
Akvakultury \
r—==-=-= 1

Podniky produkujici
léciva e

Plda

Obr. 9: Prunik a pohyb léciv v Zivotnim prostiedi (22)
2.4.2.1 Kontaminace z, podniku vyrabéjicich léciva

Vyrobny 1éCiv jsou spojeny s relativné nizkym stupném kontaminace zivotniho prostredi, ne-
bot’ jejich odtoky byvaji peclivé monitorovany. Mistni pfedpisy obvykle predchazeji ja-
kymkoli zamérmym Gnikiim kontaminovaného materialu do Zivotniho prostfedi. Pokud dojde
k nehodé¢, znecisténi do okoli byva vétsinou bodové a procesy dekontaminace byvaji zpravidla
okamzité a efektivni (23).
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2.4.2.2 Kontaminace ze zemédélstvi

Zemédéelska farmaka byvaji pouzivana v mnoha rozliénych aplikacich, jako stimulatory ristu
u dobytka, kokcidiostatika u dribeze, pfidavky do krmiva na rybich farmach, jako veterinarni
farmaceutické prostredky nebo jako pesticidy (15). Mezi nej¢ast€ji pouzivané substance patfi
nékolik druht antibiotik, dale smési tézkych kova a hormony. Antibiotika jsou rozsahle pou-
zivana v zivo¢is§né vyrobe€, kde pfinasi okamzity komercni piinos. Napiiklad profylaktické
uzivani antibiotik minimalizuje ztraty zptisobené chorobami a kontaminace je piipustna diky
vysoké hustoté zemédeélské vyroby (24).

Léciva pouzivana v zemédelském prumyslu vstupuji do zivotniho prostiedi prostfednictvim
zvifecich exkrementd piimo nebo pfi jejich aplikaci jako hnojiva (25). V kazdém piipadé an-
tibiotika prechazi rovnou ze zvifat do zivotniho prostredi, a to bez mozné transformace na
meéné aktivni metabolity v Cistirnach odpadnich vod. Biodegradace probihajici v zazivacim
traktu zvifat pfipada sice v uvahu, avSak plati pouze pro omezené mnozstvi latek. Bylo doka-
zano, ze 30—90 % podané davky antibiotik vstupuje do zivotniho prostfedi v nezménéné po-
dobé (15).

Dal§im problémem souvisejicim s uzivanim 1é¢iv v zemédélstvi je vyvoj postupné rezistence
mikroorganismil na antibiotika. Rezistence vznika tfemi mechanismy: plynulym vystavenim
organismu reziduim 1éCiv v potravinach, pfenosem rezistentnich genti mezi zviteci a lidskou
mikroflorou a pfenosem rezistentnich genu v ekosystému piimou kontaminaci a potravnimi
fetézci (26). Rezistence vuci antibiotikim je schopnost mikroorganismi cilené odolavat ucin-
kam antibiotik. Nasledkem toho se stavaji terapeutické prostiedky bézné€ pouzivané proti pa-
togennim organismum neefektivnimi. Tento jev je pfirozena obranna reakce mikroorganismu
na nehostinné pfirodni podminky. OvSem v piipad¢, kdy jsou antibiotika nevhodné pouzivana
(vysoké davky, nedodrZeni intervalu davkovani a doby 1é¢by), muze se rezistence vuci nim
stavat nepfirozené€ vysoka (27).

2.4.2.3 Kontaminace z, Cistiren odpadnich vod a ze skladek odpadii

Existuji dva hlavni zdroje humannich 1éiv, které se nachazeji v odpadech COV. Jsou to 1¢é-
Civa ajejich metabolity pochazejici z domacnosti a od pacientd z nemocnic, klinik nebo ji-
nych Iékatskych zafizeni, a to bud’ jako aplikovana nebo nevyuzita (23). Rozdil mezi obéma
typy spodiva v tom, Ze nepouzita 1é¢iva vstupuji do COV v jejich G&inné formé diky tomu, Ze
se vyhnula potencialni biotransformaci uvnitf téla (23).

Nespocet farmak, zahrnujicich analgetika, stimulancia, nesteroidni antiflogistika, karbazepa-
min, artorvastatin, gemfibroxil a estradiol, bylo identifikovano v odpadech z Cistiren odpad-
nich vod v rozmezi hodnot od ng.I™" do ug1™" (17). Tyto koncentrace se nalézaji v odtokovych
vodach navzdory riznym stupriim ¢isténi a poukazuji na skuteCnost, Ze tradi¢ni metody Cisté-
ni odpadnich vod, jako mikrobialni degradace s koagulaci nebo flokulaci, neposkytuji dosta-
teCnou zaruku odstranéni téchto kontaminantt (18).
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2.4.3 Osud léciva v zivotnim prostredi

2.4.3.1 Cistirny odpadnich vod: procesy a provozni podminky
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Obr. 10: Schéma COV Modrice (28)

V cistirnach odpadnich vod ptsobi proti dal§imu Sifeni kontaminace 1é¢ivy dva hlavni proce-
sy: adsorpce/absorpce a biodegradace (29).

Adsorpce ma za nasledek odstranéni 1é¢iv bud’” pomoci koloidné zachycenych castic, nebo
sedimentaci do kalu (30). Je zavisla pfimo na hydrofobnich a elektrostatickych interakcich
mezi 1éCivem a Casticemi nebo mikroorganismy a dale, a to v mnohem vét§i mire, na provoz-
nich podminkach v COV, jako jsou pH a hydraulicky retenéni &as. Polarni 1é&iva (ibuprofen,
naproxen, diklofenak, indomethacin), jejichz hodnoty pK, se pohybuji v rozmezi od 4,1 do
4,9, se ve vodé nachazi hlavné v disociovaném stavu a vykazuji tak malou tendenci
k sorbovani do kalu.

Proces koagulace, popt. flokulace, jakozto sekundarni stupen Cisténi, muze byt ucinny
v piipad€ odstrariovani kontaminant z volné vody, avSak nemusi nutn€ snizovat potencialni
ohrozeni Zivotniho prostredi témito kontaminanty. Cistirensky kal s vysokym obsahem orga-
nickych latek je dle pfislusnych nafizeni, ktera upravuji nakladani s odpady, skladkovan. Na-
slednym vymyvanim se v§ak kontaminanty mohou dostavat zpét do vodniho prostiedi (27).

Biodegradace, zprostiedkovana pusobenim mikroorganismu, je jeden ze dvou zpusobu bio-
transformace probihajicich na ¢istirnach odpadnich vod (23). Je to primarni proces k odstra-
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néni rozpusténych latek, ktery probiha bud’ aerobn€, za pomoci aktivovaného kalu, nebo anae-
robné, diky vyhnivani (31). Biodegradace je zavisla na faktorech pfimo souvisejicich se zi-
votnim prostfedim (teplota a pH), mikrobialnim slozenim, chemickymi vlastnostmi vysled-
nych sloucenin a provoznimi podminkami Cistirny. Napt. kdyz poklesne pH, adsorpce mnoha
polarnich disociovanych nesteroidnich antiflogistik miize vzrustat diky sniZeni jejich potenci-
alu pro biodegradaci. Mira biodegradace muze byt rovnéz ovlivnéna hydraulickym retenénim
Casem (30). Mikrobialni aktivita je citliva na velké mnozstvi raznych fyzikalnich a chemic-
kych podminek prostiedi a na piitomnost nebo naopak absenci toxickych Ciniteld. Podminky
prostiedi ovliviiyji rychlost mikrobialni degradace kontaminanti pusobenim na druh
a rychlost metabolické aktivity mikroorganismti. Komunalni odpady Casto obsahuji relativné
vysoké koncentrace antibiotik a desinfek&nich prostfedkd. Koncentrace antibiotik v COV mi-
7e dosahovat az 50 pugl™'. Bylo prokazano, e koncentrace desinfekéniho prostiedku ben-
zochloridu byla vodpadu znemocnic cca 6mgl' aamonnych iontd, obsazenych
v komunalnim odpadu, v rozmezi 0,05 az 0,1 mg.1™ (17). Tyto slougeniny jsou specialné ur-
Ceny k potlaCeni rastu mikroorganismu. V tomto piipadé muZze mikrobialni inhibice vést
k poklesu organismii v provoznich podminkach Cistirny a k naslednému poklesu ucinnosti
¢isténi (32).

Proces oxidace, provadény bud chemicky, nebo pomoci UV zafeni, ktery byva zahrnuty
v poslednim terciarnim stupni Cisté€ni, je spiSe nez na toxikologicka rizika spojena s lécivy
zaméfen na odstrafiovani patogennich organismii. V podstaté v§ak muze mit i opacny efekt,
a to v pripad¢, ze produkty oxidace mohou vykazovat jesté vyssi toxicitu nez primarni slouce-
niny (23).

2.4.3.2 Uéinnost odstranéni

Nejbeznéjsim zpusobem detekce 1éCiv v prostiedi je méfeni jejich koncentraci na pfitoku do
COV a na odtoku z COV. Tato metoda viak nebyla standardizovana, a tak se vysledky velmi
1i§i v zavislosti na pouzitych konstrukcnich a Cisticich technologiich, hydraulickém retencnim
Case, rocnim obdobi, pocasi a technikach méfeni (33). Méfeni koncentrace kontaminantii na
pfitoku a odtoku za standardizovanych podminek muze byt i zavadgjici. Zaprvé, 1éCiva mo-
hou byt sice z odtoku odstranéna, avsak jsou Casto pouze presunuta do komponenta kalu. Za-
druhé se neuvazuje s produkty degradace. Tyto produkty mohou obsahovat stejné nebezpecné
nizkomolekularni latky nebo konjugaty biotransformace, které¢ mohou byt nasledné dekonju-
govany a uvolnény jako pivodni slouceniny (34). Navzdory v§em ruznym technikam, ovliv-
fyjicim pritomnost 1€Civ v prostiedi, je nékteré sloueniny nadmiru obtizné odstranit (17).

2.4.3.3 Skladky odpadn a zarizeni na likvidaci pevnych odpadii

Komunalni skladky odpadt zahrnuji nejenom odpady z domacnosti, ale i rizna komercni re-
zidua, jako je kal z mistnich Cistiren odpadnich vod. Jsou to pravé domacnosti a kaly
z Cistiren, které figuruji jako dva hlavni zdroje 1é¢iv na skladkach (35). Jak jiz bylo zminéno,
farmaka maji tendenci k akumulaci a zakoncentrovani se mezi Casticemi kalu, takze skladko-
vani téchto kalti muze poté vést k tomu, ze hlavni zdroje 1éCiv, coz jsou odpady z domacnosti,
vystiidaji pfimo samotné skladky odpadi (34).
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2.4.4 Perzistence 1éCiv v Zivotnim prostiredi

Perzistence chemikalii v zivotnim prostiedi je dana fotostabilitou slouceniny, rychlosti bio-
transformace, schopnosti vazat a adsorbovat se ataké schopnosti transportu mezi vodnim
a terestrickym prostfedim (36). Z téchto divodu je perzistence uzce spojena se strukturou
slouCeniny, coz zahrnuje chemickou stabilitu a rozdeleni. Toto spojeni vedlo ke zjisténi, ze
hydrofobni chemikalie maji tendenci k vyssi perzistenci. Pivodné byl zastavan nazor, ze do-
kud bude vétsina 1é¢iv hydrofilnich a biodegradabilnich, nebude moci dojit k trvalé perzisten-
ci v zivotnim prostiedi. Nejnovejsi pruzkumy vSak poukazaly, pokud se tyCe environmentalni
perzistence, na nové skutecnosti. Tyto nazory zahrnuji jiné faktory nez rozdéleni podle hydro-
fobnosti, pfi definici perzistence. Jednak nejsou vSechny slouceniny snadno degradovatelné
(35) a dalsim velkym problémem je to, ze 1éCiva jsou vypousténa do zivotniho prostiedi pru-
bézné, vytvati si tzv. pseudoperzistenci, takze nakonec 1 hydrofilni a biodegradabilni slouce-
niny se mohou stat perzistentnimi polutanty. V neposledni fad¢ je nutno si uvédomit, ze pre-
meénéné produkty mohou byt zivotnimu prostiedi bud’ stejné nebo jesté mnohem vice nebez-
pecné nez puvodni latky (23).

2.4.4.1 Hydrofobnost a koeficient Kow

Hydrofobnost je méfena na zakladé distribuce mezi oktanolem a vodou, neboli pomoci rozdé-
lovaciho koeficientu. Hodnoty tohoto parametru ovliviuji ostatni dilezité ekotoxikologickeé
vlastnosti kontaminantii, mezi né€Z patii biodostupnost, biokoncentrace a bioobohacovani.

Rozdelovaci koeficient Dow udava podil koncentrace dané slouceniny v n-oktanolu (nahrada
lipida) a ve vodé pii rovnovazném stavu. To znamena, ze chemikalie s Dow < 1 se neochotné
sorbuji na organické Castice a tim vykazuji malou schopnost biokoncentrace, na rozdil od 1a-
tek s Dow > 1, které maji presné opacné vlastnosti. Kdyz se rozdélovaci koeficient upravi tak,
ze se dale uvazuje pouze s neionizovanymi latkami, pouziva se parcialni rozdélovaci koefici-
ent Kow. Parametry log Kow jsou vice zabehnuté nez log Dow a byvaji také oznaovany jako
log P. Vzhledem k tomu, Ze mnoho 1€Civ se vyskytuje v ionizovaném stavu, log Dow muze
byt lepSim indikatorem stupné rozpustnosti nez log Kow, protoze uvazuje ob¢ formy latky,
ionizovanou i neutralni (20).

2.4.4.2 Biodostupnost

Environmentalni biodostupnost je definovana jako schopnost ¢asti kontaminantti, nachaze;ji-
cich se v pidé a ve vod€, byt dostupna pro potencialni pfijem do tkani organismu béhem celo-
zivotni expozice (37). Predpoklada se, ze koncentrace kontaminant v rybach je zavisla na
koncentraci ve vodé podle modelu log Kow. Pokud se vyskytne odchylka, miZe byt zptisobe-
na zménou biodostupnosti, naznacujici mistni specifické rozdily v bioakumula¢nim modelu
(38). Biodostupnost je z¢asti urCena sorpcni kinetikou dané slouceniny, mobilitou mezi jed-
notlivymi slozkami zivotniho prostfedi a degradabilitou, jenz jsou stiidavé zavislé na fyzikal-
né-chemickych vlastnostech latky, jako je sorpéni koeficient Ky, pfenos naboje, vodikové
mustky a hydrofobni sily (39). Biodostupnost je také ovliviiovana velikosti ¢astic, mnozstvim
organické hmoty, dobou zdrZeni a obsahem jilu, vlhkosti a pfitomnosti kovi v pudé (36).
Vzhledem k tomu, ze biodostupnost ma zna¢ny vliv pii vystaveni necilovych organismu far-
maceutickym vyrobktiim, je to hodnota dilezita pro hodnoceni rizik. Obecné 1ze fici, ze slou-
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¢eniny s nizkou polaritou a vysokou hodnotou log Kow, maji vyssi tendenci k sorbovani se na
pudni Castice (40).

2.4.4.3 Biokoncentrace

Biokoncentrace nastava, pokud je pfijem kontaminanti z vody vysSi nez exkrece. Je Casto
vyjadfena pomoci biokoncentra¢niho faktoru (BCF), coz je vztah mezi koncentraci chemika-
lie v organismu a ve vod¢ pii rovnovaze (41). Byla nalezena korelace mezi BCF a log Kow,
kterou lze vyjadrit vztahem:

log (BCF) = 0,79 log Kow — 0,4 (Rov. 3)

Koncentrace 1é¢iv ve vodé je primarné fizena molekulovym parcidlnim koeficientem
(log Kow) a pusobi tak na rychlost pfijmu chemikalii z vody do organismu. VSeobecné plati,
ze pfijem je vyssi u hydrofilnich sloucenin (42).

2.4.4.4 Bioobohacovani

Bioobohacovani je v podstaté bioakumulace kontaminantd, ktera roste smérem k vrcholu po-
travniho fetézce diky prenosu rezidui Skodlivin z nizSich organismi, které jsou potravou pro
organismy postavené vySe v potravnim fetézci (43). Bioobohacovani muze byt popsano na
zakladé fugacity. Fugacita je tendence chemikalie prechéazet ze stavajici faze a reprezentuje
hnaci silu pasivniho transportu mezi riznymi fazemi, které maji odliSnou fugacitni kapacitu
(44). Bioobohacovani muze hrat rozhodujici roli v transportu chemikalii s pomalym rozpous-
ténim ze sedimentq, a to diky jejich vychytavani bentickymi organismy a naslednou predaci
vyS§Simi organismy (45).

2.5 Analgetika

Analgetika jsou latky, které snizuji az potlacuji pocit bolesti, aniz by vS§ak vyrazné ovliviiova-
ly smyslové vnimani a védomi. Prestoze analgetika neléci pfi¢inu onemocnéni, jejich podava-
ni muze vyznamné napomahat vlastnimu l1éCeni tim, Ze snizuji zaté€z a stres organismu zpuso-
beny bolesti, zanétem a zvySenou teplotou (2). Délime je na siln¢ Gc¢inna, oznacovana jako
opioidni analgetika (anodyna) a analgetika-antipyretika, ktera soucasné pusobi centralnim
1 perifernim mechanismem. Jejich u¢inek neni tak silny jako u opioidnich analgetik, ale kromé
analgetického ucinku snizuji 1 zvySenou télesnou teplotu a maji rovnéz protizanétlivé ucinky.
Tato velka skupina farmak se dnes nejCastéji oznacuje jako nesteroidni protizanétlivé latky
(NSAIDs) (13).

2.5.1 Vnimani bolesti

Bolest je komplexni subjektivni fenomén, jenz je definovan jako nepfijemny smyslovy
a emocCni prozitek, ktery je spojen se skute¢nym nebo potencialnim poSkozenim tkani, ptipad-
né je popisovan pojmy typickymi pro takova poSkozeni. Bolest je nejcastejsi pficinou, ktera
privadi pacienta k l1ékafi. Je doprovazena afektivni odpovédi i odezvou vegetativni, pripadné
motorickou. Z obecné biologického hlediska ma bolest nezastupitelnou roli, nebot’ varuje or-
ganismus pred poSkozenim a signalizuje onemocnéni.
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Proces vnimani bolesti zahrnuje slozku algognostickou (percepce a lokalizace) a slozku algo-
thymickou (psychicka a emocionalni), ktera je hlavni pfic¢inou utrpeni nemocného. V centralni
nervové soustaveé 1 perifériich se nachazeji opioidni receptory, jejichz stimulace vede
k nejsilngjSimu analgetickému ucinku. Nesteroidni protizanétlivé latky blokuji predevsim
tvorbu eikosanoidi (prostaglandiny a derivaty odvozené od kys. arachidonové), které maji
prozanétlivé ucinky a podporuji vnimani bolesti. Zakladem antipyretického ucinku je inhibice
syntézy prostaglandini v hypotalamu. Analgeticky pusobi i antidepresiva, ktera blokuji zpét-
ny pfijem neurotransmitterd do nervovych zakonceni. Pferuseni vedeni vzrucht senzitivnimi
nervy vyfazuje vnimani bolesti (lokalni anestetika).

Pro skupinu NSAIDs se nékdy pouzivaji nazvy, které pfimo nesou terapeutické pouziti dané
skupiny, jako nesteroidni antirevmatika, antiflogistika a antiuratika (1éCiva dny). K odliSeni
NSAIDs od opioidnich analgetik, které vedou k Iékové zavislosti, se nékdy pouziva pojmu
neopioidni analgetika nebo nenarkoticka analgetika, coz je protikladem nespravného nazvu
pro opioidni latky — narkotické analgetika (13).

2.5.2 Analgetika-antipyretika (NSAIDs)

Hlavnim ptedstavitelem této skupiny 1 standardem pro srovnani je kyselina acetylsalicylova
(aspirin). V soucasnosti existuje nekolik desitek NSAIDs, znichz asi dvacet tvori hlavni
komponenty stovek hromadné vyrabénych 1éCivych pfipravki tlumicich bolest. Existuje
i mnoho kombinovanych pfipravkad, kde i adjuvantni 1€k mize nejen piiznivé ovlivnit terapeu-
ticky ucinek, ale také zesilit nezadouci ucinky.

Jde o latky spadajici do mnoha odlisnych chemickych skupin. Vétsinu jejich (i nezadoucich)
ucinkt l1ze vysvétlit stejnym mechanismem jako jejich terapeutické ucinky. Kyselina acetylsa-
licylova (ASA) a dalsi NSAIDs inhibuji cyklooxygenazu (COX); ve vysSich koncentracich
inhibuji i fadu dal8ich enzym@ (podileji se na vzniku nékterych nezadoucich uginkd). Uinek
nékterych latek je napf. omezen jen na mista s nizkym obsahem peroxida. To vysvétluje anti-
pyreticky ucinek paracetamolu jeho pusobenim v hypothalamu, ale chybéni jeho periferniho
protizanétlivého ucinku ve tkanich. Trombocyty jsou obzvlasté citlivé k ucinkim ASA (ne-
maji schopnost regenerace COX). Tohoto efektu se vyuziva k prevenci agregacnich funkci
krevnich desticek (13).

2.5.2.1 Salicyladty
Prestoze bylo do 1é¢by horecky, bolesti a zanétu zavedeno mnoho novych latek, zistala ASA

v téchto indikacich nejvice predepisovanym lékem. Kyselina salicylova (o-hydroxybenzoova)
(Obr. 11) je zakladni chemickou strukturou, od niz jsou odvozeny dalsi salicylaty.
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OH

Obr. 11: Vzorec kyseliny salicylové

Salicylaty se dobfe absorbuji ze zaludku atenkého stfeva. Béhem 30 minut dochazi
k hladinam, které se jiz projevi terapeutickymi ucinky. Maximalni hladina salicylatd v krvi
byva obvykle dosazena asi za 2 hodiny po peroralnim (p.o.) podani pfipravku. Rektalni ab-
sorpce je pomalejsi nez po p.o. aplikaci. Salicylaty se metabolizuji a konjuguji v jatrech. Vy-
lu¢ovani probiha moci, prevazné jako kyselina salicylova a jeji konjugaty (13).

Tab. 2: Salicylaty (v prvnim sloupci je nazev 1éCiva, ve tietim piiklady 1éka) (2)

(0] OH

kyselina o} CHs ) o

i Acyl A
acetylsalicylova T cylpyrin, Aspirin

(0]
(0] OH
OH
diflunisal Dolobid
F F

2.5.2.2 Anilinové derivaty

Fenacetin a jeho aktivni metabolit paracetamol (syn. acetaminofen) mohou byt pouzity jako
alternativni prostfedky misto ASA v analgeticko-antipyretickych indikacich. Jejich pouziti je
predev§im vhodné v situacich, kdy ASA vyvola zazivaci potize a zvySené krvaceni. Ob¢ latky
vSak nemaji dostatecné silné protizanétlivé ucinky, a proto nemohou byt v této indikaci samo-
statn€ pouzity. Paracetamol méa mensi toxicitu nez fenacetin, a proto je zakladni latkou této
skupiny (13).
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Tab. 3: Anilinové derivaty (2)

0 CHs

o ~_—
fenacetin Algena, Mironal,

Dinyl, Sedolor
HaC NH
OH
O
paracetamol )k Paralen, Panadol
HeC NH

2.5.2.3 Derivaty kyseliny fenyloctové

Diklofenak je strukturalné blizky fenamatim. Jeho ucinnost je vetsi nez u ASA a srovnatelna
nebo dokonce také vétsi nez u indometacinu nebo naproxenu. Pouziva se jak pti akutnich sta-
vech, tak dlouhodobé. Rychle a uplné se absorbuje z traviciho traktu (GIT), vrchol plazmatic-
ké hladiny je za 2-3 hodiny. Metabolizuje se v jatrech hydroxylaci a konjugaci a vylucuje se
moci a zluci (13). Jako priklad vyrabéného 1éku 1ze uvést napt. Voltaren (2).

Cl

NH

Cl OH

Obr. 12: Vzorec diklofenaku

2.5.2.4 Derivaty kyseliny indoloctové

-----

i analgeticko-pyretické ucinky, které jsou podobné salicylatim. Jde o velmi silny inhibitor
COX, coz ma za nasledek rozvoj mnoha nezadoucich t¢inku typickych pro NSAIDs. Z téchto
divodu a diky vysokému vyskytu interakci s jinymi léky se pouziva jen ve specialnich indi-
kacich. Dalsimi léCivy patficimi do této skupiny jsou: tropesin, tolmetin, etodolak a sulindak)

(13).
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HSC\ ’ / CHs

OH
Obr. 13: Vzorec indometacinu
2.5.2.5 Derivaty kyseliny propionové

Latky této skupiny jsou vétSinou Iépe snaseny nez ASA nebo indometacin a inhibuji kromé
COX také migraci a funkce leukocytt.

Ibuprofen je dobfe u€inna a soucasné dobfe snaSena NSAID. V nizsich davkach mé vyraznéj-
§i protizanétlivé nez analgetické ucinky. Pouziva se k1écbé zanétlivych a degenerativnich
kloubnich chorob, jako analgetikum u dysmenorhey i u bolesti zubti. Pro dobré antipyretické
ucinky je vhodny i u hore¢natych onemocnéni. Podobné vlastnosti jako ibuprofen ma i indo-
profen.

Rada dalsich derivatd kys. propionové se uziva v podobnych indikacich jako ibuprofen: keto-
profen, flurbiprofen, naproxen (ma delsi poloCas eliminace nez pfedchozi latky a lze jej proto
podavat jen dvakrat denné) a tiaprofen, ktery je dalSim relativné dobfe snasenym derivatem
s urCitymi ochrannymi uc¢inky na kloubni chrupavky (13).
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Tab. 4: Derivaty kyseliny propionové (2)

CHjz
/O Brufen, Brufalgin
. CH 2 2
ibuprofen ® Dolgit, Nurofen
OH
HsC
0 CHs
(0]
0
F

OH Orudis, Ketofen,

ketoprofen Meprofen

OH

flurbiprofen Ansaid, Froben

CHs

: OH
naproxen m Naprosyn, Naxen
HsC o]
\O

2.5.2.6 Derivaty kyseliny fenamové

Do této skupiny 1éCivych latek se fadi latky odvozené od kyseliny fenylantranilové (fenama-
ty). Patii sem kyselina mefenamova, meklofenamova, flufenamova, etofenamova a tolfena-
mova, ktera je u nas nejCastéji uzivanou latkou ze skupiny fenamat. Nékteré derivaty se po-
davaji i mistné. K vét§imu jejich terapeutickému rozsifeni nedo§lo pro Casty vyskyt nezadou-
cich ucinkl (drazdéni GIT, nauzea, bolesti v epigastriu, ulcerace a prijmy) (13).

O OH
H
N

Obr. 14: Vzorec kyseliny fenamové
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Tab. 5: Derivaty kyseliny fenamové (2)

(6] OH
X CH
kyselina NH CHg Mefenacid,
mefenamova Parkemed
O OH
Cl
selina HsC NH
ky , ’ Meclomen
meklofenamova

Cl

3
(0] OH
F
li "
selina NH .
ky , Ansatin, Meralen
flufenamova F

2.5.2.7 Pyrazolony

Pyrazolové derivaty maji dobré analgetické ucinky, pro svou toxicitu jsou vSak v téchto indi-
kacich opustény a pouzivaji se predevsim kratkodobé pro své protizanétlivé ucinky. V této
indikaci je nejdulezitéjsi latkou fenylbutazon a jeho derivaty. Pyrazolony se vSak stale vysky-
tuji v nékterych slozenych analgeticko-antipyretickych piipravcich (13).
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Tab. 6: Pyrozolony (2)

Q /
N Butacote,
fenylbutazon ’L Butazolidin
@\ i
N
kebuzon | Q Ketazon
N 4
SRR
CH,
oo |
\ .
fenazon ‘ N Antipyrin, Felsol
0
CHy
oo
[
aminofenazon Pyramidon
HoC \
| 0
CHs
HsC CHy
ropvfenazon Laradon, Pireuma,
propy SN Valetol, Saridon
HsC
O -
N O Na'
A\
o] ( \O
metamizol N\CH3 Nova'l &in,
N ‘ Novamisulfon
\N
/ CHy
HaC

2.5.2.8 Oxikamy

Hlavnimi predstaviteli enolovych kyselin, oznacovanych jako oxikamy, jsou piroxikam
a novejsi tenoxikam. Inhibuji aktivaci neurotrofila, ¢imz se zesiluje jejich protizanétlivy uci-
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nek. Dalsi jejich vyhodou je dlouhy polocas eliminace, ktery umoziuje podavani latky jen
jednou denné (13).

Tab. 7: Oxikamy (2)

/ ’
iroxi \N Felden,
piroxikam Arthremin
= |N OH 0
tenoxikam \ N S Liman, Tilcotil,
" ‘ / Mobiflex, Dolmen
N
He” s
3
VAN
0
2.5.2.9 Alkalony

Nabumeton (Obr. 15) je ,prolatka“ jez se jaterni biotransformaci méni na 6-methoxy-2-
naftyloctovou kyselinu (6MNAA), ktera je u€innym inhibitorem COX. Ma dobré protizanét-
livé ucinky pfi relativn€ nizké toxicité diky selektivni inhibici COX-2 (13).

o)

™~

CHj

Obr. 15: Vzorec nabumetonu
2.5.2.10 Sulfonanilidy

Nimesulid (metansulfoanilid) je novodoba latka se selektivnim ucinkem na COX-2 a dal§imi
ucinky, které zesiluji protizanétlivé puasobeni. Kromé snizeni nadprodukce eikosanoidu
v misté zanétu blokuje tato latka tvorbu volnych radikald a zaroven putsobi také jako jejich
lapac (,,scavenger). Dal§im jeho tGc¢inkem je sniZeni uvolfiovani enzymi z neutrofilt, které
poskozuji pojivovou tkan a chrupavku. Latka se dobfe vstiebava po p.o. podani a nemé vy-
znamnéj$i nezaddouci ucinky.

Celekoxib je nedavno zavedeny peroralné ucinny selektivni inhibitor cyklooxygenazy-2. Pou-
ziva se k symptomatické 16cbé zanétu a bolesti pfi osteoartroze nebo revmatoidni artritidé

(13).
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Tab. 8: Sulfonanilidy (2)

0
o\s//
C/ \NH
H
’ Algolide, Folid,
nimesulid Eudolene,
Mesulid, Nimesil
celekoxib Celebrex
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3 ANALYTICKE METODY STANOVENI LECIV

3.1 Vzorkovani

Vzorkovani je postup ¢innosti vedoucich k odbéru reprezentativniho vzorku. Volba takového
postupu (tj. vybéru schématu a zpasobu odbéru vzorki) se odviji od ucelu vzorkovani, cha-
rakteru vzorkovaného materialu, zptsobu jeho lozeni, popf. od technologického procesu vzni-
ku materidlu, jeho transportu, manipulace s materialem a zavisi rovnéz na ukazatelich, které
maji byt posuzovany. Pfi rozhodovani muze byt volba postupu ovlivnéna homogenitou, stabi-
litou materialu, pozadavky na spolehlivost vyslednych dat, naklady na pofizeni vzorku, bez-
pecnostnimi podminkami vzorkovani, dale dostupnosti a kvalitou odbérového zafizeni, zpt-
sobem jeho dekontaminace a zdsadami pro jeho pouziti. Smyslem vzorkovani (a naslednych
zkousek na vzorku) je definovat, ovéfovat, popt. kontrolovat platnost urCitého tvrzeni, pied-
pokladu apod. (46).

3.1.1 Obecné problémy vzorkovani

Pfi odbéru vzorku je tfeba si uvédomit, ze nejbéznéjsi priciny nepiesnosti pii vzorkovani ze-
min, kapalin a kall jsou ztraty t€kavosti, biodegradaci, oxidaci a redukci. Nizka teplota snizu-
je ztraty, ale zmrazeni pevnych vzorkl obsahujicich vodu miize zpusobit jejich odplynéni,
rozbiti vzorkd nebo i rozdé€leni nemisitelnych fazi. Anaerobni vzorky nesmi pfijit do styku se
vzduchem, nékteré kontaminanty mohou pii naruSeni zmeénit chemické slozeni (oxidace, roz-
klad, aj.), jiné mohou byt dokonce 1 vybusné. Dalsi problémy vznikaji pti uchovavani vzorku
pred analyzou. Nejvétsi problémy vznikaji pfi odbéru a manipulaci se vzorky tékavych kon-
taminanti. Proto se musi uCinit nezbytna bezpecnosti opatfeni a zvolit vhodny zptsob vzor-
kovani. Obecné by mél byt vzorek okamzité po odbéru premistén do vzorkovnice s minimal-
nim volnym prostorem (head-space) a neprodysné uzavien. Vzorky musi byt ihned ochlazeny
a udrzovany v chladu az do doby analyzy.

Analyza by méla byt provedena v nejkratSim mozném terminu. JestliZze je nutno vzorek pred
analyzou upravovat (napf. extrakci, louzenim apod.), tak tyto operace je tieba provést co
nejdfive po odbéru a takto ziskané vzorky stabilizovat (zménou pH, ptidavkem cinidla, zmra-
zenim, atd.) do doby analyzy. Extrakt je vSak mozno skladovat v chladnicce pouze po prede-
psanou dobu. Do laboratofe dopravime cely pocet odebranych vzorkd najednou, nebo alesponi
vEtsi Cast (46).

3.1.2 Kontaminace vzorku

VétSina ¢innosti v ramcei vzorkovani a analytiky zivotniho prostfedi nabizi mnoho moznosti
kontaminace ptvodniho vzorku (47). Kontaminaci vétSinou rozumime néco, co je nahodné
pridano ke vzorku béhem vzorkovaciho ¢i analytického procesu. Z toho vyplyva, ze nasledna
meétfeni mohou ukézat slozeni vzorku v dobé méfeni, nicméné nedokazou postihnout stav
vzorkované matrice v dobé odbéru vzorku. Kontaminace vzorku muize pochéazet z mnoha
zdroju. Je proto nutno pro jeji kontrolu urcit jednotlivé zdroje kontaminace odpovidajici pou-
zitym metodam. Vzorky ze Zivotniho prostfedi mohou byt kontaminovany mnoha zptusoby na
mnoha bodech vzorkovaciho a analytického procesu. Kontaminace muze nastat v lokalité pfi
odbéru vzorkd, pfi manipulaci se vzorky, pii jejich konzervaci, adjustaci, ulozeni ¢i transportu
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do laboratore. Po ptichodu do laboratofe je mozna kontaminace pfi ulozeni, manipulaci, zpra-
covani, stejné tak jako pfi vlastnim analytickém procesu.

Kontaminace odbérovym zafizenim je velmi Castym zpusobem kontaminace mnoha typu
vzorkd zivotniho prostiedi. Bud’ je vzorkovaci zafizeni zhotoveno z nevhodného materialu,
ktery pfimo kontaminuje vzorek latkou obsazenou vtomto materialu, nebo muze jit
o kiizovou kontaminaci zpuisobenou nevhodnym nebo nedostatecnym ¢isténim vzorkovaciho
nacini.

Dal§im moznym zdrojem kontaminace jsou pouzivané vzorkovnice: bylo prokazanono, ze jak
linearni PE, polykarbonaty, tak také teflony riznych typi mohou byt zdrojem kontaminace
tézkymi kovy. Proto se k ukladani vzorkti pevnych, kapalnych a pastovitych (kald), a to pro
analyzy organickych latek, doporucuje pouzivat sklenéné vzorkovnice.

Doporuceny zpusob Cisténi vzorkovnic pro minimalizaci stop organickych latek zahrnuje vy-
myti detergenty nebo kyselinami, oplach vodou bez obsahu organickych latek a nasledné su-
Seni v peci (susarng). Pfi rozvazovani vhodného postupu Cisténi je nezbytné zahrnout do tivah
vSechny typy analyz, kterym bude vzorek (ptipadné subvzorek) z dané vzorkovnice podroben.
Cisténi vhodné pro jeden typ analyzy (analytu) miZe byt nedostadujici nebo dokonce konta-
minujici pro jiny typ analyzy kontaminantu. Maze jit o uvolnéni kontaminantu metodou ciste-
ni, ktera je pfili§ ,,silna“, nebo naopak Cistici prostiedek muze byt sam o sobé kontaminantem.

Dalsi moznou cestou kontaminace je kontaminace vzorku pii ulozeni nebo transportu diftizi
skrze vzorkovnici. Tyka se to napfiklad vzorkil s vysokou a nizkou koncentraci ulozenych
spole¢né (v blizkosti). Variantou je transport vzorkl spolu s koncentrovanym kontaminantem
(analytem).

Béhem pripravy a zpracovani vzorkl v laboratofi se zvySuje poCet moznosti kontaminace
s kazdym manipulacnim krokem, at’ se jiz jedna o extrakci, prekoncentraci, nebo déleni vzor-
ku. Kazdy krok souvisejici se zpracovanim vzorkt proto zvysuje riziko jejich kontaminace.

Carry-over a pamétové efekty zpusobené naslednou analyzou rizné koncentrovanych vzorka
jsou velmi Castou pii¢inou kontaminace v plynové i kapalinové chromatografii, pfi spektro-
metrickych metodach, stejné tak jako kontaminace zptisobena pienosem analyti nastfikovym
zafizenim (stfikackou, pipetou apod.). Kontaminace vyc¢isténého zafizeni je t€Z mozna napfi-
klad kontaktem s krytem analytického pfistroje, rukou apod. (46).

3.1.3 Vzorkovani povrchovych vod

Kapaliny jsou diky jejich skupenstvi relativné dobie odebiratelné, nicméné ziskani reprezenta-
tivniho vzorku je vyrazné obtiznéj§i. Hustota, rozpustnost, teplota, proudéni a mnozstvi ostat-
nich mechanismt zapfiCifiuje zmény ve slozeni jak v Case, tak i v prostoru (46). Vétsinou je
nutné vzorkovat na vice mistech a potom smichanim ziskat pramérny vzorek, nebo analyzou
vétsiho poctu vzorka ziskat informace o distribuci analytu v celém vzorkovaném objemu (48).
Vzorky je mozno odebirat ru¢n€ nebo automatickymi vzorkovaci.
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Rucni odbéry se vyznacuji vétSinou minimalnimi naklady na vzorkovani. Lidsky faktor je
klicovym k provedeni uspéSnych odbért, pripadné naopak k zaneseni chyby pfi jakémkoliv
programu manualniho vzorkovani. Tento typ vzorkovani je velmi vhodny pro odbér malého
mnozstvi vzorki, nicméné se vzrastajicim poctem vzorkt (rutinni dlouhodobé odbéry, popf.
velké objemy) nartista Casova i financni narocnost.

Automatické vzorkovace jsou vyhodngjsi kvuli efektivité nakladi, viceucelovosti, spolehli-
vosti, zvySenym moznostem, vétsi vzorkovaci Cetnosti a pfizpusobivosti vzorkovani specific-
kym pozadavkam (napf. povoleni na vypousténi vod). Jsou dostupné s mnoha riznymi Grov-
némi slozitosti, odolnosti a uzitnych vlastnosti a samoziejmé nakladi. Nicméné zadné auto-
matické zafizeni neni zatim idealné vhodné pro vSechny situace.

Vybér typu a materialu vzorkovnice je velmi dulezitym kritériem pro zachovani a udrzeni
kvality odebraného, transportovaného a ulozeného vzorku. Vybér vzorkovnice zavisi na typu
matrice, potencialnich kontaminantech (analytech), které mohou pfichézet do tivahy, pozado-
vanych analytickych metodach a vnitinich predpisech laboratofe pro zajisténi kvality.

Vybér vhodného materialu vzorkovnice pomuze zajistit, ze budou zachovany jak fyzikalni,
tak chemické parametry ptivodniho odebraného vzorku. Pro odbér potencialné nebezpecnych
vzorku je Casto vhodnym materialem vzorkovnice sklo, protoze je inertni k vétSiné materiald.
Plastové kontejnery nejsou z pohledu vétSiny vzorki doporuceny, protoze existuje nebezpeci
uniku plastifikatori nebo tézkych kovi do vzorku (neboli kontaminace vzorku materialem
vzorkovnice). V pfipad€ vzorktu obsahujicich silné zasady, pfipadné roztoky kyseliny fluoro-
vodikové, mohou byt vhodnéjsi plastové vzorkovnice, nebot’ sklenény material mize byt té-
mito roztoky naruSovan a mohou se vytvaret sorpéni mista na povrchu vzorkovnice; v hor§im
pfipadé muze dojit k zamrznuti zabrusti nebo k uplné destrukci vzorkovnice. Barva vzorkov-
nice muze zaviset na pouzité analytické metodé. Kdekoliv je to mozné, mél by byt pouzit
hnédy obal, ktery vylucuje, pfipadn€ vyrazné snizuje rozklad nebo zmény vlastnosti vzorku
zpusobené pusobenim svétla (pfip. jiné barvy plnici tento ucel). Pokud nejsou barevné vzor-
kovnice k dispozici, je tfeba vzorky chranit pfed pasobenim svétla pii v§ech manipulacich
s nimi, tj. pfi transportu, ulozeni apod. (46).

3.1.4 Konvencni odbér vzorku

Konvenc¢ni odbér vzorku, v n€kterych literarnich pramenech oznacovany jako bodovy odbér,
je klasicky zpusob vzorkovani, kdy je vzorek odebran v ur¢itém okamziku a na konkrétnim
misté. Problematicka zistava interpretace téchto odbért, kdy jsou pro charakterizaci stavu
lokality pouzivana data ze vzorkli odebranych v jednom misté a v jednom okamziku. Je zfej-
mé, Ze interpretace takovych vysledkd mize byt ¢asto zavadéjici. Je to zptsobeno nepravidel-
nosti v pfisunu sledovanych latek, které ¢asto vstupuji do média bud’ narazové nebo periodic-

ky (49).

U velkych i malych tokd musime pocitat s tim, ze ve vodé budou pfitomny tuhé suspendované
Castice (plaveniny), na jejichz povrchu mize byt znacna ¢ast pritomnych kontaminantt sor-
bovana. Volba odbérového mista je vétSinou dana pozadavkem prokazat znecisténi pochazeji-
ci z urcitého zdroje. Potom je tfeba vzorkovat nad a pod zdrojem znecisténi, nad a pod souto-
kem dvou toka apod. Pfitom je nutné si pamatovat, ze k dokonalému promiseni mize dojit

39



i nékolik kilometra pod soutokem nebo pod ptitokem odpadnich vod. U toki musime pocitat
s nehomogenitou v pficném profilu a s negativnim vlivem biehi. Doporucuje se vzorkovat
blizko stfedu proudu (u vétSich tokti napf. z mostu) s otevienou vzorkovnici orientovanou
proti sméru proudu (48). Pro bézny fyzikalné-chemicky rozbor se vzorky piepravuji a skladuji
v polyethylenovych, polypropylenovych, polykarbonatovych nebo sklenénych vzorkovnicich
umisténych v chladici brasné (49).

Stojatymi vodami jsou rybniky a prehradni nadrze. Zatimco vétsina rybnikt je mélkych, nadr-
ze dosahuji hloubek az nékolik desitek metrii. Ve vodach nadrzi vzdy dochazi k vyskovému
rozvrstveni (vertikalni stratifikaci) (48). Pro tento typ vzorkovani je normou dan presny popis
metodiky horizontalniho a vertikadlniho vzorkovani. Pro zonacni odbéry jsou vyuzivany
hloubkové odbérové zatizeni (Obr. 16) (49).

Obr. 16: Hloubkovy vzorkovac — objem 6 litrii (50)
3.1.5 Pasivni vzorkovani

Metoda pasivniho vzorkovani byla poprvé vyuzita k semikvantitativnimu stanoveni oxidu
uhelnatého v ovzdusi v roce 1927 (51) a v roce 1973 ke kvantitativnimu stanoveni oxidu dusi-
¢itého (52) a oxidu sirového (53). Tyto studie popisuji jedny z prvnich aplikaci pasivnich
vzorkovacl v environmentalni analyze. Od roku 1927 bylo publikovano mnoho dalsich praci
zabyvajicich se vyvojem a pouzitim novych typa pasivnich vzorkovaci pro razné skupiny
polutanta v odlisnych slozkach zivotniho prostredi.
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Pasivni vzorkovani muze byt definovano jako vzorkovani, které je zalozené na volném toku
molekul ze vzorkovaného média do média sbérného, na zaklade rozdilu chemickych potencia-
14 analytu v téchto médiich. Volny tok slouCenin probiha do doby dosaZeni rovnovahy v ce-
lém systému, pfipadné do doby, kdy je proces vzorkovani ukoncen operatorem (54).
V prvnim piipad€ dosazeni rovnovahy se koncentrace latky ve vzorkovaci s nartstajici dobou
expozice jiz neméni. Hodnota rovnovazné koncentrace analytu pro dany typ vzorkovace muze
byt stanovena na zakladé distribucniho poméru mezi jednotlivymi médii, nebo pomoci kalib-
racniho experimentu v laboratori. Ve druhém pfipad€ jiz zavisi mnozstvi sorbovanych analyta
na koncentraci ve vzorkovaném médiu a na dobé expozice. Praimérnou koncentraci zkoumané
latky ve vzorkovaném médiu za urcité ¢asové obdobi potom muzeme jednoduse stanovit, po-
kud zname vztah mezi vzorkovaci rychlosti a mnozstvim polutantu zachycené vzorkovacem.

Pti pasivnim vzorkovani musi byt splnény nasledujici podminky:

— analyty zachycené ve sbérném médiu nesméji unikat ze vzorkovace, pokud jejich kon-
centrace v okoli klesne na nulovou hodnotu

— vzorkovaci rychlost (mnozstvi analytu zachycené vzorkovacem za jednotku Casu, pfi
konst. koncentraci) musi byt konstantni béhem celého vzorkovani (55).

3.1.5.1 Pasivni vzorkovace rovnovainé

Rovnovazné pasivni vzorkovace maji pomérné malou kapacitu sorbentu, coz je dano mensim
objemem sbérného média. Proto se doba expozice pohybuje od nékolika minut do maximalné
nékolika hodin. Béhem tohoto procesu dochazi k ustaleni rozdélovaci rovnovahy analytu mezi
matrici vzorku a pevnou fazi. Molekuly zkoumané latky jsou zachyceny pfimo sbérmnym mé-
diem ze vzorkovaného prostredi a diky tomu nemuseji béhem transportu prekonavat zadnou
difuzni bariéru. PoCet molekul, které prejdou do pevné faze, je pfimo umérny rozdélovacimu
koeficientu, objemu pevné faze a koncentraci analytu ve vzorku. Tento zpusob vzorkovani,
provadény pomoci mikroextrakénich technik, neni proto pfili§ vhodny pro ziskani primeér-
nych koncentraci za delsi ¢asové obdobi (56).

SPME (Solid Phase Microextraction)

Mikroextrakce tuhou fazi byla vyvinuta v roce 1989 na univerzité¢ ve Waterloo v Kanad¢ vy-
zkumnym kolektivem profesora Pawliszyna (57). Jedna se o metodu, ktera vznikla modifikaci
extrakce pevnou fazi (SPE — Solid Phase Extraction). Tato technika pfedstavuje revoluc¢ni
postup pripravy predevsim organickych vzorku k analyze bez pouziti rozpoustédel, kdy do-
chazi k extrakci a zakoncentrovani v jednom kroku a nevyzaduje proto slozitou instrumenta-
ci (58).

Pii vzorkovani se vlakno z taveného kfemene, potazené vrstvou chemicky vazané polymerni
faze (v nékterych ptfipadech ve smési s pevnym adsorbentem), ponoii do kapalného vzorku,
nebo se umisi nad kapalny vzorek, do prostfedi nasyceného tékavymi analyty (head-space).
Podle povahy vrstvy jsou slozky vzorku na vlakno bud’ absorbovany (polymerni vrstva) nebo
adsorbovany (pevna faze). Po ustaveni rovnovahy se vlakno vytdhne ze vzorkované matrice
a vlozi pfimo do injek¢niho prostoru plynového chromatografu, kde jsou zachycené analyty
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tepelné desorbovany. Pro stanoveni latek pomoci kapalinové chromatografie se exponované
vlakno umisti do specialniho adaptéru, kde dochazi k desorpci pomoci mobilni faze (59).

Metoda SPME vyznamné redukuje Cas potifebny pro pfipravu vzorkli a minimalizuje pouziti
rozpoustédel. Vlakna jsou opakovatelné€ pouzitelna a vhodna pro celou fadu analytl, diky
Siroké nabidce stacionarnich fazi. (Tab. 9).

Tab. 9: Prehled SPME vléken (60)

Stacionarni faze Tloustka Uréeno pro Doporucené analyty
vrstvy [um] | chromatografii
100 GC/HPLC tékave latky
PDMS 30 GC/HPLC nepolarni, stfedné tékavé latky
7 GC/HPLC slabé pol. az nepol. stf. tek. latky
65 GC polarni latky
PDMS/DVB 60 HPLC obecné pouziti
PA 85 GC/HPLC polérni, stfedné tékavé latky
CAR/PDMS 75 GC stopove koncentrace tékavych latek
CW/DVB 65 GC polérni latky
CW/TPR 50 HPLC povrchové aktivni latky
DVB/CAR/PDMS 50/30 GC tékavé a sti. tekave latky (C3-C20)

SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction)

Extrakéni zafizeni se sklada z magnetického michadélka, vlozeného do sklenéného pouzdra,
které je potazeno vrstvou polymerni stacionarni faze (PDMS) o tloust’ce jednoho milimetru
(Obr. 17).

Pouziti PDMS jako sorp¢niho média mé nékolik vyhod:

— analyty jsou pohlceny nebo rozpustény v objemu PDMS vrstvy (tzn. nejsou sorbovany
na aktivni povrch) a degradace nestabilnich analytt je tedy velice nepatrna

— vlivem slabych interakci PDMS s molekulami analyt( jsou slouCeniny desorbovany
pfi nizsi teplot€, coz minimalizuje ztraty termolabilnich latek

— sorpcni kapacita PDMS pro danou slouceninu neni ovliviiovana pfitomnosti vétsiho
mnozstvi vody nebo dalSich analytl, protoze jednotlivé slouceniny maji vlastni rozdé-
lovaci rovnovahy mezi polymerni fazi a matrici

— behem degradace PDMS vznikaji charakteristické silikonové fragmenty, které 1ze jed-
noduse rozlisit, kdezto produkty rozpadu u organickych adsorbentii mohou interfero-
vat pii kvantitativni analyze neznamych latek (61)
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Obr. 17: Schéma zarizeni pro SBSE (62)

Béhem vlastni aplikace je extraktor vlozen do vzorku vody a zapne se michani. Doba michani
se pohybuje od zhruba 30 do 240 min a objem PDMS vrstvy zavisi na délce pouzitého micha-
dla. Pro vzorky o objemu 1 az 50 ml je vhodné michadélko o délce 10 mm, pro vzorky s vét-
$im objemem (100-250 ml) se pouziva délka 40 mm. Po ukonceni extrakce je michadélko
uzavieno do sklenéné vialky a vlozeno do zafizeni pro termalni desorpci zachycenych analy-
ta, které je propojeno s plynovym chromatografem (62).

3.1.5.2 Pasivni vzorkovace integrativni

Integrativni pasivni vzorkovace muzeme definovat jako zafizeni schopna pohlcovat analyty
z plynné nebo kapalné faze, piiCemz je tento proces fizen fyzikalnimi procesy, jako jsou di-
fuze vrstvou kapaliny nebo permeace pres neporézni membranu. Tato bariéra, kterd oddeluje
vzorkovaci a sbérné médium, je rozhodujici pro rychlost pfijmu molekul analyti vzorkova-
¢em, coz ma zasadni vyznam pii kvantitativnim vyhodnoceni. Dalsi faktory, které v tomto
ptfipadé mohou byt minimalizovany nebo uplné eliminovéany, jsou unik sbérného média ze
vzorkovace a vliv vnéjSich podminek (teplota, vlhkost atd.). V obou ptipadech je pro transport
hnaci silou rozdil chemickych potenciali na obou stranach bariéry (63).

Sledovana latka difunduje k povrchu sorbujiciho materialu vlivem gradientu koncentrace. Na
povrchu sorbentu je zachycena na zakladé chemické reakce nebo fyzikalni adsorpce. Po
ukonceni vzorkovaciho procesu je latka desorbovana a nasledovné stanovena (64). Detekce je
pak provadéna dostatecné citlivymi analytickymi metodami; podle potteb 1ze vyuzit spektro-
fotometrii, kapalinovou, plynovou nebo tenkovrstvou chromatografii, hmotnostni spektrosko-
pii nebo elektrochemické metody. Existuje také skupina vzorkovacl, ktera umoziuje tzv.
piimy odecet. Jedna se o zafizeni, ve kterych pfi reakci polutantu s absorpcnim cCinidlem do-
jde ke vzniku barevného produktu. Na vzorkovaci je umisténa barevna stupnice, ze které se
pak podle odstinu a délky expozice da velmi jednoduse urcit koncentrace polutantu.

Vyznamnou vlastnosti integrativnich pasivnich vzorkovacu je také skuteCnost, ze poskytuji
casoveé vyvazenou odezvu po celou dobu expozice. Ta se nejcasteji pohybuje v rozmezi néko-
lika dni az mésica, pfiCemz v jejim prabéhu neni dosazeno rovnovazné koncentrace mezi
vzorkovanym a sbémym médiem pro dany analyt (63).

Integrativni pasivni vzorkovani, kdy dochazi k pfenosu hmoty, mizeme popsat pomoci 1.

Fickova zékona (1955). Za predpokladu linearniho koncentracniho gradientu je mnozstvi ana-
lyta M, transportovanych béhem doby difuze ¢, dano vztahem:

M=Uxt=22Cot, (Rov. 4)
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kde U je rychlost diftze [mol.s'], D je diftzni koeficient molekul analytu [cm®.s™'], 4 je plo-
cha difuzni bariéry [cm?], L je délka difuzni drahy [cm] a Co je koncentrace analytu ve vzor-
kovaném médiu [mol.cm™].

Vyraz DA/L vyjadifuje objem vzorku vyextrahovany vzorkovacem za jednotku casu neboli
tzv. vzorkovaci rychlost Ry [cm’min '], ktera je charakteristicka pro kazdou slouGeninu a typ
vzorkovace. Jestlize zname piesné rozmery vzorkovace (4, L), mizeme vypocitat koncentraci
analytu ve vzorkovaném médiu Cy podle rovnice vySe a hodnoty difuznich koeficientd nalézt
v literatute. Udaje pochazejicich z riznych zdroji se viak asto neshoduji a také jejich zavis-
lost na teploté neni vzdy presné definovana. Dal§im problémem je, ze u€innost vzorkovace
dosahuje sta procent pouze v idealnim ptipad€. Z téchto divodu je tedy vhodnéjsi provést
laboratorni kalibra¢ni experimenty pro kazdy typ vzorkovace.

Pokud je rychlost pfijmu polutantt fizena permeaci molekul pfes polopropustnou membranu,
muze byt 1. Ficktv zakon popsan podle vztahu:

M = Mplt, (Rov. 5)
Lm

kde A je plocha permealni bariéry [cm?], D, je koeficient permeability daného analytu
[em®min'], Ly je tloustka membrany [cm] a p; je parcialni tlak analytu v blizkosti vn&jsiho
povrchu membrany.

Pomoci Henryho zakona muzeme jednoduse pievést parcialni tlak analytu na jeho koncentraci
ve vzduchu podle vztahu:

p1 = aly, (Rov. 6)

kde a je Henryho konstanta. Za predpokladu konst. teploty, kdy D,, 4, Lwm jsou konstanty,
ziskame vztah ve tvaru:
_ Dpda

M=22c =2, (Rov. 7)
Lm k

kde k predstavuje tzv. kalibracni konstantu, ktera je urcita pro dany analyt a permeacni vzor-
kova¢. Upravou vztahu dostaneme tvar pro vypocet koncentrace analytu ve vzorkovaném
prostredi (56).

Co=— (Rov. 8)
Casova odezva pasivniho vzorkovale je udavana rychlosti transportu latek pies difuzni nebo
permeacni bariéru. Zavisi na hodnotach difuznich a permeacnich koeficientli jednotlivych

slougenin v prostiedi bariéry (65). Casova odezva difuzniho vzorkovade je definovana podle
vztahu:

tr =, (Rov. 9)
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kde #; vyjadiuje dobu setrvani molekul latky v diftzni zoné.

Casovou odezvu permeacniho vzorkovace popisuje podobny vztah:

t, = I (Rov. 10)
T 6D, '

Hodnoty koeficienti permeability sloucenin jsou o ne€kolik fada nizsi nez hodnoty jejich di-
faznich koeficientt ve vzorkovaném prostiedi. Casové odezvy vzorkovacu s dostate¢né ten-
kou polopropustnou membranou (mén€ nez 100 um) jsou velmi kratké (v fadu sekund).

Velmi dulezitou veliCinou pfi pasivnim vzorkovani je teplota. Diftizni koeficient molekul ana-
lytu nartsta se zvySujici se teplotou, a tak roste i hodnota vzorkovaci rychlosti difuzniho
vzorkovace. Vliv teploty na vzorkovaci rychlost vzorkovace s permeacni barierou je nizsi.
Zavislost standardniho koeficientu permeability D, popisuje vztah:

E
D, = Dyexp (— ﬁ), (Rov. 11)

kde E, je aktivacni energie permeace, kterd je dana souctem rozpoustéciho tepla analytu
v materialu membrany (AH) a jeho difuzni aktivacni energii (Ep) podle vztahu (55):

E, = AH + Ep (Rov. 12)

Vzorkovani pomoci pasivnich vzorkovacl se prudce rozviji, a proto roste snaha o vyvoj no-
vych a dokonalejSich typt pro vzorkovani riznych skupin polutanti v raznych slozkach zi-
votniho prostfedi. Z téchto divodu jsou tyto vzorkovaCe velmi rozmanité konstrukce, ato
v zavislosti na principu vzorkovani a vzorkovaném médiu.

3.1.5.2.1 Difuzni pasivni vzorkovace

Vzorkovace plnéné sorbentem

Difuzni vzorkovac plnény sorbentem byl navrzen pro stanoveni stopovych koncentraci orga-
nickych polutantd ve vodé€ (66). Tento vzorkova¢ (Obr. 18) s primérem 5 cm se sklada ze
dvou akrylovych diska, které jsou k sobé sesroubovany a uzavieny té€snénim. Difuzni cesty se
skladaji ze 72 otvort o priméru 1 mm a délce 1 cm a jsou soustifedény do stiedu horniho dis-
ku. Spodni disk, umistény pod difuznimi otvory, obsahuje prostor s 1,5 g granulovaného ak-
tivniho uhli. Mezi disky je umisténa clona, ktera brani vypadavani aktivniho uhli pfes otvory
difuznich kanalkd.

Optimalni doba expozice se pohybuje v rozmezi 5 az 50 dni. BEéhem této doby muze byt dosa-
zeno adsorp¢ni rovnovahy, avSak velmi malé rozméry difuznich otvort limituji adsorbované
mnozstvi, proto nedochazi k chybné odezveé vzorkovace. Po ukonceni expozice jsou zachyce-
né polutanty extrahovany z tuhého sorbentu, napftiklad sirouhlikem v pfipadé xylenu, nebo
dichlormethanem v pfipadé atrazinu, po dobu 30 az 60 minut. Poté jsou vysuSeny siranem
sodnym a nasledné analyzovany. Béhem 10 denni expozice je dosazeno detekCnich limitt
v jednotkéach ppb, coz poskytuje dostatecnou citlivost pro mnoho aplikaci. Pasivni vzorkovac
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plnény sorbentem byl s ispéchem pouzit jak pii vzorkovani vody, tak pfi vzorkovani polutan-
th v ovzdusi (67).

Piidorys

Priifez difuzni kanalky

~. PAdisky

tEésnéni

2 .
aktivni uhli L_u:lcuna

Obr. 18: Pasivni vzorkovac plnény sorbentem podle Di Giana (67)

V roce 1997 byl predstaven obdobny typ pasivniho vzorkovace plnény sorbentem pro vzor-
kovani organickych polutanti ve vodeé. Tento typ vzorkovale vyuziva jako sorbent silikagel
a XAD-amberlit a byl predstaven ve dvou modifikacich (68):

— akumulace pomoci stalé difize pfes membranu do adsorpcniho ¢inidla (podle 1. Fic-
kova zakona)

— akumulace pomoci nestalé difize ve vodou nasycené a zhusténé vrstvé adsorpéniho
¢inidla (podle 2. Fickova zékona)

V prvnim piipadé se analyt sorbuje linearné v zavislosti na Case, v pfipadé druhém se mnoz-
stvi polutant zvysuje s druhou odmocninou ¢asu. Obé metody jsou zaloZeny na predpokladu,
ze nedochazi k rovnovaze mezi vodou a vrstvou adsorpcniho ¢inidla (67).

Dalsi modifikaci difuzniho vzorkovace je varianta, kde difuzni bariéru tvoii keramicka tru-
bicka, ktera je naplnéna polymernim sorbentem na bazi kopolymeru styren-divinylbenzen
(Obr. 19). Tato trubicka je na kazdém konci uzaviena teflonovym vickem. Tokem vody pies
keramickou vrstvu obsahujici adsorbent jsou polutanty v této vrstvé akumulovany vlivem
difuze. Analyty jsou sorbovany linedrné s Casem, v zavislosti na koncentratnim gradientu
a celkovém transportnim koeficientu pres keramickou vrstvu. Pouziti keramického materialu
s vysokou porozitou dovoluje pomérné rychly difuzni tok molekul; dalsi jeho vyhodou je také
inertnost, diky niz nedochazi k adsorpci organickych latek béhem permeace. V opatném pfi-
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padé€ by se zvysila doba potiebna k priniku molekul ze vzorkovaného prostiedi do adsorpéni
naplné vzorkovace.

Pouzity adsorp¢ni material na bazi kopolymeru styren-divinylbenzen se ukazal byt vhodnym

sorbentem pro zachyceni latek, jako jsou napt. benzen, toluen, ethylbenzen, xylen a jeho izo-
mery, naftalen a alkylnaftalen (69).

teflonova
vicka

keramicka
trubicka

vratva

adsorbent

Obr. 19: Pasivni vzorkovac podle Martina (69)

3.1.5.2.2 Permeacni pasivni vzorkovace

Vzorkovace plnéné rozpoustédlem

V roce 1980 byl ve Velké Britanii popsan jednoduchy vzorkovac tvoreny vackem ze syntetic-
kého polymeru (regenerovana celuloza, polyvinylchlorid, polytetrafluorethylen), ktery byl
naplnén nepolarnim organickym rozpoustédlem. Vzorkovani je zaloZeno na snaze systému
dosadhnout rovnovahy, pii které rozpusténa latka difunduje ze vzorkovaného prostredi pres
membranu do organického rozpoustédla. Difuze membranou je podobna transportu bio-
membranami a organické rozpoustédlo je akumulovalo obdobné jako lipidy v organismech
(70).

Dalsi vzorkovac tohoto typu byl navrzen o sedm let pozdéji. Byl tvofen hydrofilnim vackem
z regenerované celulozy a jako napli byl pouzit hexan. Svoje uplatnéni nasel ve vzorkovani
nepolarnich organickych polutantti ve vodach. Pti difuzi prechazeji rozpusténé latky z donorni
casti (vodni prostfedi) do akceptorni (membrana-organicka naplil) vlivem koncentra¢niho
gradientu podle 1. Fickova zakona (71).
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Membrany jsou Casto vyrabéné ze syntetickych polymerd, jako je napf. regenerovana celuldza
a acetat celulozy; protoze jsou méné narocné na zpracovani, jsou odolné vici pusobeni orga-
nickych latek a mohou byt pouzity v Sirokém rozmezi pH (od hodnot 2 az po 8). Bohuzel tyto
slouceniny nejsou vyraznéji chemicky ani tepelné odolné, mohou se stat pfedmétem bakteri-
alniho rozkladu a navic byly prokazany jejich reakce s nékolika organickymi rozpoustédly.
Vhodnym feSenim tohoto problému bylo pouziti polopropustné membrany vyrobené
z nepolarniho syntetického materialu, naptiklad polyethylenu nebo polypropylenu, ktery je
vSeobecné odolnéjs§i a méne biodegradabilni.

Tento typ vzorkovace umoziiuje ptfimou analyzu organického rozpoustédla ithned po ukonceni
expozice. Jeho nejvétsi nevyhodou muaze byt pranik hexanu pres nepolarni membranu do
okolniho prostiedi v pribéhu vzorkovani, z divodu nizké molekulové hmotnosti (72).

Jednou z dalSich variant byl vzorkova¢ z polyethylenové trubicky, kde byl jako naplii pouzit
isooktan; trubicka se vloZzila do ochranného kose a byla po dobu tfi tydn umistnéna ve vod-
nim prostiedi. Behem expozice pfechazeji hydrofobni slouceniny, jako jsou napt. chlorované
pesticidy, ze vzorkovaného prostfedi do vzorkovace (73).

PISCES (Passive in situ Concentration/Extraction Sampler)

Tento typ vzorkovace (Obr. 20) je po naplnéni organickym rozpoustédlem (hexan) hermetic-
ky uzavien. Doba expozice byva zpravidla né€kolik dni. K transportu polutant z vodniho pro-
sttedi pfes membranu dochazi vlivem difuze. Rozpoustédlo pfitom pomalu difunduje do
okolniho prostfedi, ¢imz zamezuje znecistovani a vzniku biotické vrstvy na povrchu mem-
brany. Tento proces nema vliv na pfijem analyti z vody, protoze difuzni proces je fizen kon-
centraCnim gradientem mezi polutanty rozpu§ténymi ve vodé a v organickém rozpoustédle.
Pfijem analyta je ovlivnén pouze v pripadé dosazeni rovnovahy voda-organické rozpoustédlo.

PISCES je metoda vhodna pro vzorkovani stopovych koncentraci organickych polutantd, jako
jsou napfiklad polychlorované bifenyly (PCB) ve vodnim prostiedi. Velkou vyhodou je za-
koncentrovani polutantt ptimo v organickém rozpoustédle, coz usnadfiuje pirepravu vzorka do
laboratore, protoze tim odpada manipulace s velkymi objemy vody. Obsah polutantt 1ze sta-
novit pfimou analyzou, napt. chromatograficky (74).
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Obr. 20: Schéma pasivniho vzorkovace PISCES (74)
SPM (Semipermeable Membrane)

Zatizeni SPM bylo vytvoreno pro selektivni dialyzu lipofilnich organickych polutanti. Je
tvoreno plochou polyethylenovou trubi¢kou, naplnénou vhodnou lipofilni latkou (triolein)
(Obr. 21) (75). Pred kazdym pouzitim se na 24 hodin ponoii do kadinky s cyklopentanem
a potom znovu promyje. Pfed vzorkovanim se potfebné natvaruje a nasledné je na jednom
konci zatavena. Takto zatavena se vlozi do sklenéného valce s PTFE uzavérem, kterym se
uzavte (76).

nylonowa spona

medena mizka

5 % LDPE trubice napinéna trioleinem
o] b i - -

ochranny kryt
(pozinkovana ocel)

Obr. 21: Schéma pasivniho vzorkovace SPM (75)

Pti dialyze je obsah tuku zredukovan na 1-5 %, coz je ovlivnéno celkovou dobou procesu,
druhem tuku a pouzitymi rozpoustédly. Vysledny dialyzat obsahuje lipofilni organické slou-
Ceniny s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 600 Da. Tato technika muze byt
s vyhodou pouzita pro Cisténi vzorkt s obsahem latek s vysokou relativni molekulovou hmot-
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nosti, které jsou obtizné odstranitelné (naptf. dehet, celuldza, buniCina, tkané a sedimenty)
(77).

ilinikorey ramedek
rd

méd&nd miizka

.. LDPEtrubice Epingns trioleinem

\ Soustava Sroubldl

Obr. 22: Priklad jiného usporadani vzorkovace SPM (78)
MESCO (Membrane Enclosed Sorptive Coating)

V roce 2001 byl ptedstaven novy typ vzorkovace pod ozna¢enim MESCO, ktery je uréen pro
integrativni vzorkovani hydrofobnich perzistentnich polutanti ve vode (79). Tento vzorkovac
je zalozen na technice zakoncentrovani rozpusténych organickych sloucenin z vodné matrice
absorpci do vrstvy PDMS nanesené na povrchu magnetického michadla. To je vlozeno do
dialyzni trubicky, ktera je vyrobena z regenerované celuldzy a naplnéna destilovanou vodou.
Oba konce trubi¢ky jsou uzavieny svorkou, pficemz michadlo se mize uvniti volné pohybo-
vat (80).

Ke zvyseni selektivity extrakce dale prispiva:

— oddéleni rozpusténych molekul z koloidi béhem jejich difuze pres dialyzni membranu
— selektivni extrakce cilovych hydrofobnich analytd z vnitiniho vodniho roztoku pomoci
PDMS sorbentu.

Vyhodou této metody je vyuziti tepelné desorpce zachycenych analytd ve spojeni on-line
s kapilarni GC/MS systémem. Kladnou vlastnosti je rovnéz pouziti membrany z regenerované
celulozy, ktera je schopna propoustét nepolarni 1 polarni organické latky. Dal§im pozitivem je
také moznost opakovatelného pouziti magnetického michadla, v pfipad€, ze nedojde k jeho
poskozeni, napt. béhem expozice nebo termodesorpce. Vzorkovace jsou malé a nevyzaduji
slozitou instrumentaci pti aplikaci v terénu (81).

Pasivni vzorkova¢ MESCO byl tspésné aplikovan pii stanoveni pesticidt, polychlorovanych
bifenylt a polycyklickych aromatickych uhlovodikt ve vodach (79).
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SLM (Supported Liquid Membrane Device)

Pasivni vzorkova¢ SLM je zalozen na principu difuze pres teflonovou membranu, ktera oddé-
luje dva vodné roztoky. Dochazi proto k transportu ionti ze zasobniho roztoku (donor) do
vymyvaciho (akceptor). Membrana je naimpregnovana organickym rozpoustédlem a vlozena
mezi dva disky vyrobené z PTFE (Obr. 23). V téchto discich jsou spiralovité zlabky tvarované
do pratokového kanalku na obou stranach membrany. Pritokovy systém umoziuje nezavislé
Cerpani vodného roztoku pres kazdy z kanalki. Vhodnym vybérem roztokti mohou byt slou-
Ceniny extrahovany nejprve z donorového roztoku do kapalné organické membrany a nasled-
n¢ vyextrahovany do roztoku akceptorového (82).

Technika kapalné membrany je v nékolika smérech podobna dialyze a potfebné vybaveni je
dokonce totozné. AvSak na rozdil od dialyzy, kde jsou analyty nejprve rozpustény v Cistém
rozpoustédle, které je nasledné odpafeno, metoda kapalné membrany pfinasi moznost zakon-
centrovani. Obé techniky maji riznou citlivost, protoze dialyza principialné oddeluje malé
molekuly analytu od makromolekul, kdezto SLM navic jes§té¢ umoziiuje zakoncentrovani po-
dobnych skupin analytd. Dalsi velkou vyhodou metody SLLM je minimalni pouziti organic-
kych rozpoustédel. Pritokovy systém také umoziuje jednoduchou automatizaci techniky a jeji
pfimé spojeni s dalsimi metodami zpracovani vzorkt a také s finalnim krokem analyzy. Jedna
se 0 obzvlasté vhodny postup pfi zpracovani vét§iho mnozstvi vzorkd.

Extrakce pomoci techniky SLM se vyuziva pro rizné druhy environmentalnich a biologic-
kych vzorki, a to jako selektivni a uc¢inna metoda pro predupravu urcitych typt analyta (81).
Jako priklady lze uvést napf. zakoncentrovani analyti ze slozitych matric jako jsou krevni
plasma, moc¢, nebo hnojiva (82), pfipadné pro stanoveni stopovych mnozstvi herbicidu
v ptirodnich vodach (83).

wstup a vystup donoru

propustna PTFE EES
membrana

3!
* @&
S W /" PTFE disky

spiralovité zlabky
—_— A

| wstup a vystup akceptoru

Obr. 23: Schéma pasivniho vzorkovace SLM (84)
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Vzorkovace plnéné pevnym sorbentem

Vzorkovace se skladaji z predniho a zadniho dilu, mezi nimiz je upevnéna membrana a pevna
faze (Obr. 24). VSechny komponenty jsou spojeny vodéodolnym Sroubovym zavitem, jenz
umoziuje jednoduché vlozeni nebo vyjmuti sorbentu a membrany. Proti poskozeni je povrch
chranén nerezovym sitkem. Béhem expozice je zafizeni zavéSeno na nylonovém provazku
a cely vzorkovac je ponofen pod hladinou tak, aby membrana sméfovala ke dnu. Tato poloha
minimalizuje shromazd'ovani Castic sedimentu na povrchu polymerni vrstvy (85).

6 B el oL RERP PSR

Obr. 24: Schéma vzorkovace plnéného sorbentem (1-misto pro uchyceni, 2,3-predni a zdani
cast vzorkovace, 4—zavit, 5—sorbent, 6-membrdana, 7-nerezové sito) (84)

SPMD (Semipermeable Membrane Device)

Pasivni vzorkovac na bazi semipermeabilni membrany s lipidickou néplni je v soucasné dobé
jedna z nejpouzivangjsich technik vzorkovani vody. SPMD je obdobou membranovych vzor-
kovacu plnénych nepolarnim organickym rozpoustédlem. Nahradou tohoto rozpoustédla ne-
poléarni latkou vyssi molekulové hmotnosti bylo dosazeno snizeni tniku naplné béhem vzor-
kovani. Jako napln€ se pouziva triolein. Proces zakoncentrovani analyti v naplni vzorkovace
v podstaté napodobuje biokoncentraci lipofilnich polutanti z vodného prostiedi do tukové
tkané vodnich zivoCichti. Membrany jsou vyrobeny z polyethylenu o nizké hustot¢ (LDPE)
a jsou povazovany za neporézni a neproniknutelné, avsak v jejich sténach se nachéazeji dutiny
vzniklé nahodnym termalnim pohybem polymernich fetézcu, které umoziuji transport orga-
nickych polutantti skrz membranu. Vzhledem k jejich hydrofobnim vlastnostem pronikaji
pfes membranu pouze lipofilni latky, zatimco voda spole¢né s polarnimi slouceninami a ionty
je odpuzovana (Obr. 25) (86).
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Obr. 25: Schéma membrany SPMD (84)

Metoda SPMD muze byt pouzita ke vzorkovani vzduchu, povrchové i podzemni vody, pudy
nebo sedimentd. Pro vzorkovani se obvykle pouziva vzorkovaci kos, ktery zabranuje mecha-
nickému poskozeni. Tento ko§ s otvory, kterymi volné proudi kapalina, je rozdélen do pater
a membrany jsou v téchto patrech umistnény pomoci hacka a pruzin (Obr. 26). Cely systém
pak miize byt uchycen pomoci lanek na plovaky, které slouzi pro biologicky monitoring (86).
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Obr. 26: Patro vzorkovace SPMD s napnutou membrdnou (84)
SPMD-S (Semipermeable Membrane Device — Solid)

Tento typ vzorkovace byl poprvé pouzit v roce 1992 ke zhodnoceni kontaminace pudy poly-
chlorovanymi bifenyly. Vzorkovac se skladal z ploché PE trubi¢ky o nizké hustoté a jako na-
pli byly pouzity dva sorbenty — C,3 silikagel a XAD-4 (87).

O ti1 roky pozdéji byl pouzit vzorkova¢ obdobné konstrukce s naplni C;g k zakoncentrovani
PCB z pudy. Protoze se vychazi z predpokladu, ze kontaminanty jsou vzorkovaem pohlco-
vany predevsim z pudniho vzduchu, hraje pii akumulaci sloucenin nejdulezitéjsi roli jejich
tékavost (88).

TRIMPS (Trimethylpentane solvent passive samplers)

Pasivni vzorkovace tohoto typu se skladaji z polyethylenové membrany o nizké hustoté
a z naplné€ 2,2 4-trimethylpentanu, popt. smési 1-dodekanol a 2,2 4-trimethylpentan, 3:2 (89).
Vyhodou této metody je to, ze teplota a pratok vody nijak neovliviiuji rychlost absorpce; na-
rozdil od SPMD vzorkovac¢i nedochazi k ristu perifytonu na povrchu membrany. Dalsi vyho-
dou je to, ze pred analytickou koncovkou neni nutné precisténi vzorkovaného média a ani
zadny dialyticky postup. Naopak nevyhodou je uvoliiovani rozpoustédla do okolniho prostie-
di.

POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler)

Pasivni vzorkovace POCIS jsou zafizeni urCeni ke sledovani koncentraci hydrofilnich polu-
tantd, které by mohly byt akutné toxické, napf. potencialni endokrinni disruptory. Jedna se
zejména o pesticidy a farmaceutika. Tyto slouceniny se nachazeji celosvétove v ¢etnych eko-
systémech, kde bylo prokazano mnoho jejich negativnich acinka.

Polarni organické chemikalie (POC) jsou ve vodé dobie rozpustné a jejich extrakce a nasledna
detekce je velmi obtizna. POCIS je metoda dobfe reprodukovatelna a umoziuje zakoncentro-
vani 1 ultrastopovych koncentraci analyzovanych latek. Velkou vyhodou je univerzalnost ce-
1ého systému, kdy do jednoho kose (Obr. 28) mizeme umistit dohromady vzorkovaci patrony
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SPMD i POCIS, ¢imz roste moznost pouziti této techniky pro stanoveni SirSiho spektra polu-
tantd (90).

Obr. 28: Vzorkovaci kos s nosicem POCIS (84)

3.1.5.2.3 Ostami pasivni vzorkovace

Do této skupiny pasivnich vzorkovacu patii vétSinou konstrukéné velmi jednoducha a levna
zafizeni, jejichz princip je zalozen na difuzi molekul analyti ze vzorkovaného média do mé-
dia sbérného, a to na zakladé rozdilu chemickych potencialti v obou fazich. Sbérné médium
vSak neni oddéleno od okolniho prostiedi zddnou difuzni bariérou v podobé presné vymezené
polopropustné membrany nebo objemu urcitého rozpoustédla. Nicméné jejich schopnost efek-
tivné zakoncentrovat perzistentni organické polutanty ze vzorkovaného prostredi je srovnatel-
na s ostatnimi typy pasivnich vzorkovacu (84).

Pasivni vzorkovac na bazi silikonové gumy
Vzorkovac tohoto typu je zalozen na obdobném principu jako vzorkovani pomoci SPMD.
V praxi se jedna o kousek silikonové gumy (SS), ktery je vlozen do vzorkovaného média (se-

diment, voda), kde jsou molekuly analyti rozdé€leny mezi vzorkovanou matrici a silikonem
a po uplynuti doby expozice se zméfi jejich koncentrace (84).
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3.2 Extrakce

Extrakce je separa¢ni metoda, pii které prechazi slozka ze smési latek v kapalné ¢i tuhé fazi
do jiné kapalné faze (rozpoustédla). Extrakéni metody jsou vhodné zejména pfi zpracovani
tepelné labilnich latek, protoze se daji provadét, na rozdil od destilace nebo sublimace, za
normalnich teplot nebo v chladu. Pro popis pouzivame nejCastéji Nernstiv zakon:

_ (ex0E
N o (Rov. 13)

kde (cy)r a (c)r 0znaCuji rovnovaznou koncentraci (latkovou nebo hmotnostni) rozpusténé
latky X v extrakénim Cinidle a roztoku. Je-li my a m; hmotnost rozpusténé latky pied a po ex-
trakci a jsou-li V' a J objemy extrakéniho Cinidla a roztoku, pak plati (91):

74
= mO .
V+KNVE

my (Rov. 14)

3.2.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction — LLE) pfedstavuje nejjednodussi tech-
niku frakcionace, preCisténi a zkoncentrovani cilovych analyti surového extraktu, ptipadné
muze predstavovat prvni extrakéni krok u kapalného vzorku. Tato metoda je zaloZena na roz-
délovani rozpusténych analytt (analytu) mezi dvé v podstaté nemisitelna rozpoustédla; prv-
nim byva v pfevazujicim pocCtu ptipadi voda, ve druhém odpovidajici, dostatecné nemisitelna
organicka rozpoustédla (92).

3.2.2 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Extrakce pevnou fazi (solid phase extraction) je technika pfipravy vzorku, jejiz vyznam neu-
stale roste. Pfi pouziti SPE se Ize vyhnout fadé problému, které jsou jiz tradicné€ spojovany
s dalsi metodou piipravy vzorkd, tj. s extrakci kapalina-kapalina. Nejdulezitéjsi vyhodou,
v porovnani s touto metodou je snizeni spotfeby organickych rozpoustédel, ktera jsou casto
fazena mezi latky toxické, nicici ozonovou vrstvu, ale 1 jinak nebezpecné (93).

Metoda je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi vodu a tuhou fazi, pficemz rovno-
vaha je posunuta ve prospéch tuhé faze. Pouziva se v pripadech, kdy koncentrace polutantti ve
vodé je niz8i, nez je mez stanovitelnosti pouzité analytické metody, nebo kdyz vysoka kon-
centrace interferujicich latek znemoziluje primé stanoveni (48).

Princip extrakce pevnym sorbentem spociva v tom, ze roztok analytu ve vodé se pifivede do
kontaktu s pevnym sorbentem, ktery silné€ sorbuje analyt, ale v mife co nejmensi ostatni sloz-
ky roztoku. Po oddéleni sorbentu od roztoku je zachyceny analyt uvolnén bud’ zahtatim, nebo
eluci rozpoustédlem. K extrakci pevnym sorbentem lze pouzit jak usporadani statické, tj. mi-
chani roztoku analytu se sorbentem a odfiltrovani sorbentu, tak iusporadani dynamické.
V tomto provedeni protéka roztok vzorku pres sorpcni kolonku malych rozmért, ktera obsa-
huje fadoveé miligramy az gramy vhodného sorbentu. Priitok vzorku je umoznén bud’ gravita-
ci, nebo pozitivnim tlakem na vstupu kolonky (Cerpadlem, injekéni stiikackou), pfipadné ne-
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gativnim tlakem (pfipojenym vakuem na jejim vystupu). V soucasnych aplikacich prevlada
dynamické usporadani (48).

3.2.2.1 Sorpéni kolonky

Hlavnim prvkem v dynamickém uspotadani je sorpéni kolonka, ktera ma obvykle délku 10 az
20 mm, vnitini pramér 2—4,6 mm a je naplnéna sorbentem o velikosti ¢astic 20-50 pum. I kdyz
tato kolonka muaze plnit soucasné nékolik funkci, jejim hlavnim ukolem je zkoncentrovani
analytu. Proces extrakce se sklada z téchto kroku:

1)

2)
3)

4)
5)

Aktivace sorbentu — solvatace faze vazané na povrchu sorbentu, aktivace ménice iontu
apod., s naslednym vymytim pfebytku Cinidla. U né€kterych sorbentt je tento krok vy-

nechan.

Aplikace vzorku — analyt je z vétsi ¢asti oddélen od matrice vzorku.

Promyti sorbentu — slouzi k odstranéni interferujicich slozek bez toho, ze by byl eluo-
van analyt. U malo zadrzovaného analytu mize byt tento krok vynechan a sorp¢ni ko-
lonka se zbavi zbytku vody profoukanim plynem.

Desorpce koncentrovaného analytu — desorpcni techniky.
Regenerace sorbentu — v fad¢€ pripadi se nevyzaduje; kolonky jsou Casto konstruovany

pro jedno pouziti (48).
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- promyvani kolonky (sorbentu) pied

davkovanim vzorku

DAVKOVANI VZORKU
] 1zolovana latka

A o rusici sloZky matrice

PROMYVANI

- odstranéni nezadouci slozky
matrice vzorku z kolonky

ErLuce

- ¢ista a nakoncentrovana latka je

vymyta, nezadouci slozka zistava
sorbovana na kolonce

Obr. 29: Schéma priibéhu SPE (94)
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Misto sorpéni kolonky je mozné pouzit extrakéni disk, coz je sitka z teflonu nebo ze skelnych
vlaken, ve které je zakotveno asi 90 % hmotnosti silikagelu modifikovaného skupinami Cg
nebo Cs, popt. hydrofobniho kopolymeru (48).

Pred vybérem vhodného sorbentu je tieba zjistit co nejvice dat o vzorku, tzn. uvazit vlastnosti
matrice a analytu, a na zaklade téchto znalosti potom zvolit typ faze a velikost kolonky (Tab.
10) (93).

Obr. 30: SPE kolonky se sorbentem (93)

Mnozstvi sorbentu, které ma byt pouzito, se fidi pomémé jednoduchymi pravidly:
a) obracené a normalni faze, adsorbenty — obsah analytl, které maji byt zachyceny by
nemel byt vétsi nez 5 % hmotnosti sorbentu

b) iontoménice — je tfeba pocitat s iontové vymeénnou kapacitou sorbentu (93)

Tab. 10: Pravidla pro volbu velikosti kolonky nebo praméru disku

Mnozstvi vzorku Velll:msf ko‘lonky Mnozstvi sorbentu
(prumér disku)
<1ml 1 ml 50 mg/ 100 mg
1 ml — 250 ml, pomala extrakce 3ml 500 mg
1 ml — 250 ml, rychla extrakce 6 ml 500 mg
10 ml — 250 ml, velké kapacita sorbentu 6, 12,20, 60 ml 1,2,10g
<1 litr 6, 12,20, 60 ml 1,2,10¢g
100 ml — 1 litr 47 mm disk —
> 1 litr, velka kapacita sorbentu 90 mm disk —

58



3.2.2.2 Typy sorbenti

Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané
sorbenty jsou vlastné velice podobné. Pouzivaji se chemicky obracené vazané faze na bazi
silikagelu, normalni faze a iontové vymeénné faze, ale i cela fada dalSich sorbent (Tab. 11)
(93).

Aktivni uhli je pouzivano pro sorpci z vody pomérn€ malo. U nékterych latek (napi. fenoll)
dochazi ¢astecné k nevratné sorpci s pfedpokladanou tvorbou pryskyfic. Aktivni uhli mé vy-
bornou schopnost zachycovat aromatické uhlovodiky, chlorované aromatické uhlovodiky
apod. Pii zachytu polycyklickych aromatickych uhlovodiki z vody dosahuji hodnoty distri-
buénich konstant Kp > 10® Lkg™". Problémy nevratné sorpce se vyskytuji i v téchto piipadech
(48).

Silikagel modifikovany alkylsilany a polymerni sorbenty maji podobny charakter jako aktivni
uhli. Pfednostné se sorbuji nepolarni nebo malo polarni analyty, zatimco disociované slozky
jsou zadrzovany minimalné. Povrchové vazané alkylsilany siln€ zadrzuji slozky s dlouhymi
alkanickymi fetézci, avSak polymerni sorbenty na bazi styrenu a divinylbenzenu zadrzuji nej-
vice aromatické analyty. Pro sorpci polycyklickych aromata z vody jsou polymerni sorbenty
jen o0 malo mén¢ ucinné nez aktivni uhli. Pfitom voda ma na nich malou retenci a d4 se snad-
no odstranit. Jejich dal§i vyhoda spoc¢iva v tom, Ze na rozdil od modifikovaného silikagelu
nejsou poskozovany mobilnimi fazemi v Sirokém rozmezi pH. Tato vlastnost je také dilezita
pii zakoncentrovani slozek, které ve vode disociuji. Disociaci kyselych latek potlacujeme pfi-
davkem kyseliny; u latek bazickych upravujeme pH roztoku analytu do oblasti alkalické. Po-
lymerni sorbenty maji vyznam pro koncentrovani latek bazickych, protoze modifikované sili-
kagely jsou nestabilni jiz pfi pH = 8,0.

Meénice iontd jsou sorbenty, které obsahuji funk¢éni skupiny iontové povahy s nabojem. Tyto
sorbenty zadrzuji z roztoku ionty s opacnym nabojem, nez je naboj funkéni skupiny iontomé-
niCe. Pro separaci protonizovanych bazi se pouzivaji ménice kationti obsahujici fuk¢ni skupi-
ny se zapornym nabojem, jako napf. - SO3. Menice kationtd tohoto typu jsou v literatuie
oznacovany jako silné a ve firemnich nazvech se u nich objevuje zkratka SCX (strong cation
exchanger). Slabé ménice kationti nesou nejcastéji skupiny — COO~. Ke zkoncentrovani diso-
ciovanych kyselin z vodnych roztokd uzivame ménice anionttl, které nesou funkéni skupiny
- NR% (silné ménice aniontd SAX), nebo - NH, (slabé ménie anionti WAX). Nosi¢em
funkc¢nich skupin maze byt bud’ kopolymer styren-divinylbenzen, nebo silikagel. Ménice ion-
t8 na polymernich nosiéich maji vyssi kapacitu (az 5 mmol.g™") a lepsi chemickou odolnost,
avsak jejich mechanické vlastnosti nebyvaji nejlepsi. Také meéni sviij objem s tim, jak se méni
jejich nabotnani v riznych mobilnich fazich. Problémy s rychlosti difuze uvniti ¢astic jsou
stejné jako u polymernich sorbenti. Ménice iontl na bazi silikagelu s navazanymi iontovymi
skupinami maji vynikajici mechanické vlastnosti a jsou vhodné pro vysokoucinnou kapalino-
vou chromatografii. Jejich kapacita je v porovnani s predchozim typem niz§i (do
1 mmol.g™"); chemicky jsou stalé pouze v rozmezi pH 2—8. Pro extrakci pevnym sorbentem
jsou vhodnéjsi ménice iontl s funkcnimi skupinami na polymernich nosicich, nebot’ maji vétsi
kapacitu (48).
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Tab. 11: Priklady pouziti jednotlivych typi sorbentt (94)

Princip Adsorbent Vzorek Eluéni rozpoustédlo
PAH, PCB ici .
Nepolarni C18, C8, fenyl, e CB, pe§t1c1dy, ) hexan, dichlormethan,
antibiotika, aflatoxiny, kofein, .
extrakce CN o e acetonitril, alkoholy
nikotin, vitaminy
Polarni silikagel, NH,, | antibiotika, pesticidy, steroidy, di-a tncl}lormethan,
o . ethylacetat, alkoholy,
extrakce CN, OH vitaminy, aflatoxiny voda
Kationtova | siln€ kysely katex aminokyseliny, chlorofyl, kyseliny, roztoky soli,
vymeéna (SA) PCB pufry
Aniontova bazicky anex organické kyseliny, kofein, zasady, roztoky soli,
vyména (SB, NH,, DMA) sacharin pufry
Extrakce ve CN/SiOH, PAH z pady a vody, PCB
_y , o ey chloroform, aceton,
smeésném NH,/C18, z odpadnich olejt, télni ethvlacetat. methanol
modu SA/SiOH tekutiny Y :
larni ..
Nepolarni PS-DVB fenoly a pesticidy z vody, ethylacetat, methanol,
extrakce na oo .
kopolymer PAH z oleji acetonitril
polymeru

3.3 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Zakladem elektromigrac¢nich metod je pohyb elektricky nabitych ¢astic v dusledku pasobeni
elektrického pole. Castice s kladnym nabojem (kationty) se pohybuji smérem k negativnd
nabité elektrode (katode€) a ¢astice s negativnim nabojem (anionty) se soucasné pohybuji smé-
rem opacnym, protoze jsou piitahovany kladné nabitou elektrodou a odpuzovany katodou.
Neutralni Castice nejsou pritahované ani odpuzované. Rozdilna pohyblivost riznych druht
Castic a elektrokinetické jevy jsou zakladnim principem jejich separace elektromigranimi
separacnimi technikami, jako jsou napt. elektroforéza, izoelektricka fokusace a izotachoforéza
(95).

Kapilarni zoénova elektroforéza se v analytické praxi prosazuje nejenom svoji experimentalni
jednoduchosti, rychlosti a snadnosti, s niz 1ze nastavit nebo zménit experimentalni podminky,
ale zejména rozmanitymi moznostmi pouziti, jako je naptiklad oblast chiralni separace.

Nejpouzivanéjsi verzi CZE je tzv. elektroforéza ve volném roztoku (free solution electropho-
resis). Ostatni varianty jsou zaméfeny na zvlastni skupiny sloucenin, pfipadné€ na specialni
typy analyz (96).

3.3.1 Princip metody
Elektroforéza je orientovany pohyb ionti v roztoku, ktery je zptsobeny vnéjsim elektrickym
polem. K vyvolani tohoto fyzikalniho procesu, pohybu iontd viuci rozpoustédlu, staci ponofit

do roztoku elektrolytu dvé elektrody a vlozit na né elektrické napéti. Po vlozeni stejnosmér-
ného napéti se rychlost elektroforetického pohybu ustavi fadové b&hem 10" s (96).
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Teoretickym predpokladem, nezbytnym pro vyvoj technik na oddé€lovani analytii na zakladé
razné rychlosti pohybu elektricky nabitych Castic (ionty, koloidy, micely) ucinkem elektric-
kého pole, jsou poznatky z elektrochemie a koloidiky.

Na povrchu pevné faze, ktera je ve styku s roztokem elektrolytu (i kdyz tato faze neni elektro-
dou), se mohou adsorbovat Castice rozpoustédla, podle charakteru a velikosti elektrického
naboje, uplatiujiciho se u povrchu, dochazi k polarni sorpci iontt z roztoku elektrolytu. Naboj
na povrchu musi byt vyvazeny opacnym nabojem okolniho prostfedi a elektroneutralitu sys-
tému vysvétluje predstava elektrické dvojvrstvy (Obr. 31). Cast naboje pfilne k tuhému po-
vrchu, ktery neni tak rozptylovan tepelnym pohybem. Této Casti dvojvrstvy odpovida potenci-
alovy rozdil y. Druha (tzv. difuzni ¢ast) dvojvrstvy je pohybliva a piislusi ji tzv. elektrokine-
ticky potencial  (zeta-potencial). Jeho pfitomnost je podminkou vzniku elektrokinetickych
jevu. Celkovy potencialovy spad v obou vrstvach £ =y + { ma Nernstovsky charakter.

Kazdé poruseni rozlozeni elektrického naboje (struktury elektrické dvojvrstvy) na tuhém po-
vrchu zpusobuje elektrokineticky jev: elektroforézu a elektroosmoézu (vyvolané elektrostatic-
kymi silami) nebo proudovy a sedimentacni potencial (vlivem mechanickych sil) (95).

('I.‘-lcll:l}lo]lzm-'a vrstva Stermova vrstva
v ¢~ pohyboveé i~ pohvbové rozhrani » oM Fpohybové rozhrani
11 rozhrani : i J

(a) ' (b) (c)

Obr. 31: Modely elektrické dvojvrstvy: (a) Helmholtzitv model, (b) Goyuv-Chapmanitv model,
(c) Sternitv model (97)

3.3.1.1 Elektromigrace
Elektromigrace je transport iontl ve sméru gradientu elektrického napéti. Sila /), ktera nuti
ionty migrovat k opac¢né nabité elektrod€, je dana soucinem naboje iontu ze a intenzity elek-
trického pole U/I:

Fy =zeU/, (Rov. 15)

kde z je nabojové Cislo iontu, e je elementarni naboj, U je napéti vkladané na elektrody a / je
jejich vzdalenost.

Plsobeni elektrického pole na kratky Cas vyvola rovnomérné zrychleny pohyb iontu k pfi-
slusné elektrodé. Pohyb iontu je brzdény silou tfeni [, ktera je umérna rychlosti pohybu iontu
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v. Za ptredpokladu, Zze Stokestv vztah pro kulova télesa s polomérem r a rychlosti v mazeme
pouzit i v mikroskopickém meéfitku, Ize zapsat:

F, = 6mryy, (Rov. 16)
kde 7 je vizkozita prostiedi.

Sily F; a F, pusobi proti sob¢ a tak je rychle dosazeno stavu, kdy se celkova sila ptsobici na
iont rovna nule a vysledkem je konstantni rychlost pohybu iontu:

v = zeU/l6mry (Rov. 17)

Rychlost pohybu iontl v elektrickém poli o jednotkové intenzité (1 Vm™") se nazyva (efektiv-
ni) iontova pohyblivost (mobilita) u:

U = ze/6mrn (Rov. 18)
3.3.1.2 Elektroforéza

Stala elektroforeticka rychlost v.s;, kterou se i-té astice pohybuji v homogennim elektrickém
poli k elektrodé s opacnym nabojem je podle vySe uvedenych rovnic pfimo umeérna gradientu
potencialu a efektivni elektroforetické pohyblivosti:

Vefi = Meri(U/D), (Rov. 19)

pricemz elektroforetickd pohyblivost je pfimo imérma velikosti ndboje Castice ¢; a nepfimo
umeérna jejimu poloméru r; a vizkozité 5 okolniho prostiedi (tlumivého roztoku):

Ueri = qil (67 ;). (Rov. 20)

Elektroforeticka pohyblivost vypocitana podle této rovnice je pro realné koncentrované rozto-
ky nadhodnocena, protoze se neuvazuje brzdici ucinek iontové atmosféry protiiontt, nebo
elektrické dvojvrstvy opacné nabitych Castic, putujicich opaénym sméerem (95).

Rychlost iontu vyjadiena v m.s ', ktera byla vyvolana elektrickym polem o intenzité 1 V.m™
je velmi mald, a proto se obvykle udava v jednotkach 10° m* V' s, P¥i takovém vyjadieni
jsou mobility nizkomolekularnich, pln€ disociovanych iontd 1 jejich polymert zpravidla
v rozmezi 20-80 jednotek. Vyrazné€ vyssi jsou pouze hodnoty mobilit hydroxylového iontu
(1 =-205,5) a protonu (1 = 362,5) (96).

3.3.1.3 Elektroosmoza

Jev elektroosmozy se uplatiiuje rozhodujici mirou v kapilarnich elektroforetickych technikach
pouzivajicich kfemenné kapilary malych primeért (typicky 20 az 200 um).

Na povrchu sklenénych a kiemennych kapilar se smacenim vodou vytvareji silanolové skupi-
ny, které po disociaci nesou zaporny naboj (pH prostiedi nesmi byt pfili§ nizké). V dusledku
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toho vznika pfii povrchu elektricka dvojvrstva, jejiz statickou ¢ast tvori kationty umistény tés-
né pii sténach kapilary (95). Elektrické pole, které plisobi elektroforeticky pohyb iontl, uvadi
do pohybu také kationty v tenké difuzni Casti elektrické dvojvrstvy v zakladnim elektrolytu; ty
svym jednosmérnym pohybem strhavaji celou vrstvu roztoku s prebytkem kladného naboje.
Viskozitou vody se tento jednosmérny pohyb prenasi od stény kapilary kjejimu stfedu.
V tenké kapilare se tak uvede do pohybu vSechna kapalina — vznikne elektroosmoéza. Rychlost
elektroosmotického toku vzrista jen do vzdalenosti, kde difuzni ¢ast dvojvrstvy konci, a dale
se jeho rychlost neméni. Tim vznika, pro elektroforézu typicky, plochy pistovy profil. Rych-
lost toku v,, je tmérna intenzité elektrického pole, které na né& pusobi. Obdobné jako prii elek-
troforetickém pohybu plati:

Veo = Heols (Rov. 21)

Elektroosmoticky koeficient u,., ptedstavuje rychlost elektroosmotického toku kapaliny, uda-
nou vm.s ", v elektrickém poli o intenzité 1 V.m™'. Tento tok je ddsledkem pohybu iontd
v elektrickém poli. Proto jsou velikosti ¢ a ., srovnatelné.

Celkova rychlost pohybu iontu separacni kapilarou je superpozici elektroforetického pohybu
iontu vuci kapaliné a elektroosmotického toku této kapaliny kapilarou. Existence elektro-
osmozy v separacnich systémech CZE umoziiuje v jednom experimentu vzajemné rozdélit
a detekovat kationty, anionty a elektricky nenabité slozky vzorku jako neseparovanou skupi-
nu. Poradi eluce kationtti, anionti a nenabitych slouCenin i mira vzajemného rozdéleni iontu
téze polarity zavisi na usporadani a podminkach separace. Elektroosmo6za méa vliv na rychlost
i ucinnost separaci. Zasadnim zpusobem ovliviiuje selektivitu separaci i vysledné rozliseni
migrujicich zon (96).

3.3.1.4 Efektivni mobilita

Jen zanedbatelna cast sloucenin jsou indiferentni silné elektrolyty, které se v roztoku plné
S$tépi na ionty, jez neinteraguji s zadnou slozkou roztoku. ZkuSenost ukazala, ze slouCeniny,
které podléhaji dostateCné rychlym vratnym rovnovaham, jako jsou napf. acidobazické rov-
novahy, nelze elektroforeticky rozdé¢lit tak, aby kazda z koexistujich forem vytvofila vlastni
zonu. Koexistujici formy migruji spolecné ve smeésné zone, ktera se chova jako zona nabitého
individua. Mobilita takové smésné zony nikdy nevyboci z oboru vymezeného extrémnimi
mobilitami koexistujicich forem a vzdy zavisi na relativnim zastoupeni koexistujicich forem.
Tuto zkuSenost vyjadiuje Tiselitv koncept efektivni iontové mobility:

Her = Xi HiXi, (Rov. 22)
kde u; je mobilita i-té koexitujici formy slouceniny a x; je jeji molarni zlomek (96).
3.3.2 Usporadani metody

V usporadani kapilarni zonové elektroforézy jsou dratové platinové elektrody umistény v od-
délenych, zpravidla stejné velkych elektrodovych prostorech, o objemu mezi 1-20 ml. Vétsi
objem elektrodové kapaliny zlepSuje stalost jejiho pH a slozeni béhem analyz. Az na vyjimky
se pouzivaji kapilary z vysoce Cistého kiemene pro optickd vlakna (fused silica), které pro-
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pousti UV svétlo. Celkova délka kapilary L se voli podle potfeb analyzy s pfihlédnutim ke
konstrukénim pozadavkam pristroje. Nejcastéji je v rozmezi 25-100 cm, svétlost kapilary je
obvykle v rozmezi 50—100 um. Vnéjsi primér kapilar pouzivanych v komer¢nich pfistrojich
byva 360 pm.

Standardni a dominantni detek¢ni technikou je UV-VIS fotometrie a jeji varianty. Ve vnéjSim
polyimidovém pokryti kapilary, které zlepSuje jeji mechanické vlastnosti, se zhotovuje de-
tek¢éni okénko pro svételny paprsek prochdzejici kapilarou radialn€. Vzdalenost okénka od
vstupu do kapilary vymezuje separacni (efektivni) délku kapilary /, ktera je dulezita pro vy-
sledné rozliSeni migrujicich zon.

Standardnim prostfedim elektroforetické separace je tlumivy vodny roztok o koncentraci 5—
100 mmol.I™", k némuz jsou podle potieb analyzy pridany dalsi slozky (zakladni elektrolyt —
BGE), kterym se plni elektrodové prostory 1 kapilara. Zpravidla nejvhodnéjsi, a také nejcastéji
pouzivang, jsou uni-univalentni pufry. Zcela nevhodné jsou pro elektroforetické tucely pufry
univerzalni. Podle potieb analyzy je pH zakladniho elektrolytu voleno zpravidla v rozsahu 2—
10 (96).

3.3.2.1 Kapildara

Kfemen jako zakladni material byl pro vyrobu elektroforetickych kapilar zvolen proto, ze
dokonale propousti UV svétlo. Pii tazeni kapilary za vysokych teplot se z povrchu kiemene
kvantitativné odstépi adsorbovana i chemisorbovana voda. Vzniklé siloxanové skupiny reagu-
ji se vzdusnou vlhkosti za vzniku nékolika typt silanolovych skupin. Ve vodnych roztocich je
tento proces rychlejsi a jeho rychlost roste s pH roztoku. Silanolové skupiny jsou rizné kyse-
1€, nékteré z nich disociuji jiz pti pH = 2. Pocet disociovanych skupin roste s pH a kifemen tak
ziskava negativni naboj, jehoz velikost roste s pH roztoku 1 s dobou, po niz je kiemen ve sty-
ku s vodnym roztokem. V alkalickych roztocich, pfiblizné€ od pH =10, je hydrolyza siloxano-
vych vazeb tak silna, ze kfemen zacind depolymerizovat. Pritom se odstépuje Castecné disoci-
ovana kyselina kiemicita a na povrchu kiemene zustavaji pouze silanolové skupiny.

K odstranéni obtizi, které pii elektroforetickych separacich ptisobi Casové proménny povrcho-
vy naboj, se kiemenna kapilara pred prvnim pouzitim upravuje (aktivuje), zpravidla palhodi-
novym promytim 1 M NaOH nebo KOH. Hydroxidem o koncentraci 0,1-1 M se kapilara
promyva vzdy, zméni-li svoje vlastnosti, napt. proto, ze se nasorbuji bilkoviny nebo kationto-
vé analyty. Dobu promyti je nutno zjistit empiricky. Nékolikaminutové promyti po kazdé ana-
lyze byva nékdy doporucovano pro zlepSeni reprodukovatelnosti analyz. To plati zejména pti
analyzach realnych vzorku se slozitymi matricemi neznamého slozeni (96).

3.3.2.2 Davkovani vzorku

Standardnim zptisobem davkovani, ktery neméni slozeni vzorku, je jeho vtlacovani do kapila-
ry rozdilem tlakd na vstupu a vystupu kapilary (hydrodynamické davkovani). Objem nadav-
kovaného vzorku zavisi na jeho viskozité, na svétlosti a délce kapilary, na rozdilu vstupniho
a vystupniho tlaku a na dobé davkovani.
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Rozdil tlak(i na vstupu a vystupu kapilary 1ze nejsnaze vyvolat jejich umisténim od razné
vySky. Davkovacim tlakem pak je hydrostaticky tlak, ktery je imérny rozdilu vySek hladin
kapaliny mezi vstupem a vystupem kapilary. Davkovani se zahaji ponofenim vstupu kapilary
do davkovaného vzorku a ukon¢i jeho vyjmutim. Samovolnému vytoku vzorku z kapilary
brani povrchové napéti. Tento zptasob davkovani je velmi reprodukovatelny. Konstantni roz-
dil vysek je lehce realizovatelny, dobu davkovani lze presné kontrolovat a pokud lze rozdil
vySek vstupu a vystupu kapilary ménit, pak 1 mimoradné flexibilni. Klade v§ak omezujici na-
roky na konstrukci drzaku, resp. kazety kapilary 1 na termostatovaci systém. Proto vyrobci
komerc¢nich pristroju zpravidla preferuji davkovani konstantnim pretlakem na vstupu do kapi-
lary nebo podtlakem na jejim vystupu.

Pti elektromigraénim davkovani je ve vzorku pomocna davkovaci elektroda, na kterou se po
znamou dobu vlozi stejnosmérné napéti vhodné velikosti a polarity. Analyzované ionty mi-
gruji ze vzorku do kapilary, pficemz jejich nadavkované mnozstvi zavisi jak na jejich koncen-
traci ve vzorku, tak také na jejich mobilité. Elektromigracni davkovani proto kvantitativni
zastoupeni iontovych analyti méni (96).

3.3.2.3 Elektromigracni transport

Napéti vlozené na kapilaru se podél ni samovolné rozlozi tak, aby v kazdém prirezu protékal
stejny proud. Je-li elektricka vodivost vzorku a zakladniho elektrolytu stejna, bude gradient
napéti, ktery urcuje rychlosti pohybu vSech slozek roztoku (a tim pii daném slozeni roztoku
1 protékajici proud) v obou Castech kapilary stejny.

Ma-li vzorek elektrickou vodivost niz§i, je gradient napéti (intenzita el. pole) v zoné vzorku
vyS$Si nez v casti kapilary se zakladnim elektrolytem. Iontové slozky se proto v zoné€ vzorku
pohybuji rychleji nez v zakladnim elektrolytu. To plati jak pro slozky vzorku, tak pro slozky
BGE, které do zony vzorku proniknou svym elektromigra¢nim transportem. Proto zona s od-
liSnou vodivosti béhem analyzy nezanika a pii absenci elektroosmozy se jeji poloha v kapilare
nemeni.

Na rozhrani méné vodivé zony vzorku a BGE se v tomto piipadé iontové slozky vzorku kon-
centruji. Jejich zény se proto na pocatku analyzy zkrati (zaostfovani zon, zone stacking).
Zkoncentrovani i zkraceni zon analyt je urCeno pomérem vodivosti BGE a vzorku. Vyssi
gradient napéti v zoné vzorku vede k vyssi produkci tepla v této zoné. Pii extrémné nizké
elektrické vodivosti vzorku muze teplota vzrast az k bodu varu vody.

Dlouhé zony nizkovodivych vzorki méfitelné méni potencialni gradient podél kapilary, a tedy
i rychlosti migrace analytd. Jinak feceno, pfi davkovani velkych objemt vzorka s velmi niz-
kou elektrickou vodivosti se rychlost migrace analytd méni v zavislosti na vodivosti davkova-
ného vzorku a na délce jeho zony v kapilafe. Davkovani takovychto vzorkl je proto zcela
nevhodné. Nizkou vodivost Ize zvySit pfidavkem libovolného indiferentniho elektrolytu.

Bude-li mit vzorek vyssi elektrickou vodivost nez zakladni elektrolyt, a to tfeba proto, ze ob-
sahuje zna¢nou koncentraci iontt, které jsou stanovovany (iontova matrice), probihaji procesy
opacné. V jejich disledku se zony iontovych analytd na zaCatku analyzy prodluzuji a jejich
koncentrace klesa (rozostfovani zon, zone destacking).
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Elektricka vodivost vzorku je proto parametrem, ktery je nutno znat a v pripadé potreby
vhodné upravit. Neni-li mozné vodivost vzorku dostateCné snizit, je nutno bud’ akceptovat
snizenou ucinnost separace nebo zvysit elektrickou vodivost BGE. Nejvyhodnéjsi v tomto
ptipadé byva zvysit koncentraci pufru (96).

3.3.2.4 Ucinnost separace

Dominantnim mechanismem rozmyvani zon analytd béhem transportu kapilarou je podélna
diftize. Difuzni koeficient je v kapalinach velmi nizky a klesa s velikosti molekuly (moleku-
lovou hmotnosti) analytu. Pfi dobrém termostatovani kapilary a jejim dostatecné vysokém
elektrickém odporu lze pouzit vyssiho pracovniho napéti, které dobu analyzy zkrati a tim snizi
rozmyti zon.

Vyznamnou charakteristikou CZE je proto velmi vysoka ucinnost separaci, ktera radoveé pre-
vySuje dosazitelnou ucinnost separaci kapalinovou chromatografii. Pti analyzach nizkomole-
kularnich iontl a ionizovatelnych sloucenin lze i pfi béznych analyzach v kratkych kapilarach
dosahovat ucinnosti nad 50 000 teoretickych pater. Pfi analyzach makromolekul v dlouhych
kapilarach jsou mozné u&innosti fadu 10° teoretickych pater. K jejich dosazeni je nutné, aby
Casova konstanta detekéniho zafizeni byla nejvyse 0,1 vtefiny (pfi déleni v kratkych kapi-
larach az o tad nizsi), a aby zona vzorku, jehoz elektrickd vodivost se prakticky nelisi od el.
vodivosti BGE, obsadila nejvyse nékolik desetin procenta separacni délky kapilary.

Celkova délka zony v kapilare, a tedy 1 jeji Sitka na zdznamu analyzy, je souctem délky této
zOny na zacatku analyzy a jejiho prodlouzeni béhem analyzy. Pro uchovani vysoké ucinnosti
analyz se proto doporucuje, aby délka zony vzorku v kapilare neptesahla 1-2 mm. Objem
kapilary svétlosti 75 um a délky 50 cm je téméf presné 1 ul. Objem vzorku davkovany do této
kapilary, ktery vytvoti zonu 1-2 mm dlouhou, je proto 2—4 nl. Z toho vyplyva, ze 1 pul vzorku
by proto mél teoreticky vystacit alespon na 250 vysokoucinnych analyz (96).

3.3.2.5 Detekce

Dominantni detekéni technikou v soucasné analytické praxi je opticka detekce. K minimaliza-
ci detek¢niho zkresleni, a s tim spojenou vysokou ucinnosti analyz, napomaha vyuziti ¢asti
separatni kapilary jako detekéni cely. Cim kratsi ¢ast kapilary je takto vyuZita, tim ménd
zkresluje detekce tvar zon. Pro béznou UV nebo UV-VIS detekci se délka kapilary, ktera
slouzi jako detekcni cela, pohybuje v fadu desetin milimetru. Laserovym technikam staci usek
podstatné kratsi.

Pouzivané detektory se svou koncepci, zakladnimi vlastnostmi i moznostmi pouziti, kvalita-
tivné nelisi od detektord pro HPLC. Maximalni opticka draha je dana primérem kapilary,
ktery, a to az na vyjimky, nepfevySuje 0,1 mm. Citlivost fotometrické detekce je proto zhruba
o dva rady niz8i nez v HPLC. V praxi je tato nevyhoda do jisté miry vyvazena pomalym sni-
zovanim koncentrace zony béhem analyzy 1 moznosti zkoncentrovat zonu na pocatku analyzy.
Do optického systému detektoru nebo do drzaku kapilary kvalitniho pfistroje je vzdy zabudo-
vana kfemenna Cocka, kterd zvysuje svételny tok minimalni plochou detekéni cely (96).

Mezi dalsi pouzivané detektory patii fluorescencni (FLD) a hmotnostni detektor (MS).
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3.3.2.6 Vyhodnoceni zaznamu

Teorie kapilarni zonové elektroforézy vychazi zimplicitniho pfedpokladu pohybu iontd
v elektrickém poli konstantni intenzity, tj. z pfedpokladu konstantni rychlosti migrace iontt
kapilarou. Jedinou méfitelnou veli¢inou, ktera charakterizuje pohyb zon analyti kapilarou, je
doba jejich migrace od vstupu do kapilary po detekéni okénko (7,) a veli¢in s timto casem
souvisejici nebo z n€j odvozené, napt. délkové udaje v zdznamu analyzy. Podil //#, udava
makroskopickou (zdanlivou) rychlost elektroforetického pohybu zony kapilarou, vy, kterou
vyvolalo napéti vlozené na kapilaru. Mobilitu, ktera této zdanlivé rychlosti formalné odpovida
(zdanliva mobilita, u.py) 1ze zjistit z migraéniho Casu zony (%), z napéti vlozeného na elektro-
dy (V), z celkové délky kapilary (L) a z jeji separacni (efektivni) délky (migracni drahy analy-
tu, /).
1L

Happ = - 7 (Rov. 23)

Interpretace vysledka zdanlivé mobility vyzaduje informace, které nelze ziskat z parametri
zOny analytu. Byla-li zaregistrovana zona nenabité slouceniny, 1ze z jejiho migra¢niho Casu
(7o) vypocitat rychlost elektroosmotického toku. Pro urceni elektroosmotického koeficientu u,,
se do rovnice dosadi 7y misto #,. K rozhodnuti, zda rozdil (#q,, — t..) pfedstavuje iontovou
nebo efektivni mobilitu, je tfeba znat slozeni a pH zakladniho elektrolytu a pK, migrujici
slouceniny (96).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzivané pristroje a zarizeni

kapilarni zonova elektroforéza Agilent CE s DAD, Agilent Technologies, Némecko
dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr Unicam UV 500, Thermo Spectronic, USA
analytické vahy HR—120, A&D Instruments, Japonsko

pH metr InoLab WTW series, Nameco, CR

ultrazvukova vodni lazeii Teson 4, Tesla, CR

SPE manifold s nastavcem pro odparovani pod dusikem, Sigma-Aldrich, Némecko
SPE kolonky Oasis HLB, Waters, USA

automatické michadlo Autovortex SA6, Stuart Scientific, Velka Britanie

bézné laboratorni vybaveni

4.2 Software pro zpracovani a prezentaci dat

Microsoft Office Word 2007 (Microsoft Corporation, USA)

Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA)

ACD ChemSketch, verze 5.12 (Advanced Chemistry Development, Inc.)
Agilent 3D-CE ChemStation (Agilent Technologies, Némecko)

4.3 Pouzivané chemikalie a standardy

4.3.1 Chemikalie

Deionizovana voda upravena piistrojem Milli-Q Academic, Millipore, USA
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a., Penta, CR

Hydroxid sodny, p.a., Lachema, CR

Methanol, p.a., Penta, CR

Mesityloxid, pro syntézu, Merck, CR

Tetraboritan sodny (dekahydrat), p.a., Onex chemie, CR

Octan amonny, p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

Amoniak, 25-26% vodny roztok, p.a., Lachema, CR

4.3.2 Standardy lé¢iv

68

Kyselina salicylové, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina acetylsalicylova, Sigma-Aldrich, Némecko
Paracetamol (acetaminofen), Sigma-Aldrich, Némecko
Diklofenak — sodna sul, Sigma-Aldrich, Némecko
Ibuprofen — sodna sil, Sigma-Aldrich, Némecko
Ketoprofen, Sigma-Aldrich, Némecko

Naproxen, Sigma-Aldrich, Némecko



4.4 Sledovana matrice

Sledovanou matrici byla odpadni voda odebirana na COV. U t&chto druhu vod je predpokla-
dana nejvétsi mira zne¢isténi biologicky aktivnimi latkami, tj. i 1é¢ivy. Voda byla na COV
odebirana jak na pfitoku, tak na odtoku, a to za u€elem porovnani ucinnosti odbourani cilo-
vych analytu.

Dalsim sledovanym kritériem bylo posouzeni vlivu technologie ¢i§téni na odbourani 1éciv.
Z toho davodu byly vybrany dvé COV s rozdilnou kapacitou ekvivalentnich obyvatel (EO).

4.4.1 Odpadni voda z COV do 10 000 EO

Vybrana Cistirna byla projektovana pro 6 990 EO (soucasna kapacita je 5 250 EO) a jsou na ni
napojeny dvé mensi obce. Pramérny piitok &ini 73,6 m’ h™' a maximalni 95 m’ h™". Zadrz
Cistirny je cca 2 dny, v zavislosti na mnozstvi pfitékajici odpadni vody. Z hlediska technolo-
gie &isténi se jedna o mechanicko-biologickou COV s dlouhodobou aktivaci a aerobni stabili-
zaci kalu v ob€éhové nadrzi. Je urCena pro Cisténi splaskovych a srazkovych odpadnich vod
komunalniho charakteru. Mechanicka Cast je tvofena jemnymi Ceslemi, lapakem pisku a des-
tovou zdrzi, biologickou tvoii dvojice obéhovych nadrzi a ctvefice dosazovacich nadrzi. Ka-
lovou koncovku reprezentuje dvojice uskladiiovacich nadrzi a strojni odvodnéni stabilizova-
ného kalu.

Pokud bychom charakterizovali tyto odpadni vody, jedna se (kromé srazkovych vod) prede-
v§im o vody splaskové a z Casti o vody technologické, pochazejici z mensich podnikt. Vzhle-
dem ke sledovanym analytim je vSak nutné zminit, Ze v obcich se nachazi zdravotnicka zafi-
zeni, predev§im zdravotni stfedisko a soukroma poliklinika (98).

4.4.2 Odpadni voda z velkokapacitni Cov

Dalsi vybranou &istirnou byla velkokapacitni COV v Brné-Modficich, navrzena pro 630 tis.
EO s primé&rmym piitokem 7 020 m’ h™" (max pfitok 15199 m’.h™"). Tato &istirna slouzi pro
&isténi odpadnich vod z mésta Brna a $irokého okoli (Kufim, Modfice, Zelesice, Ceska u Br-
na, élapanice, §1apanice-Bedfichovice, Ostopovice, Moravské Kninice, Lipuvka, Podoli, Po-
nétovice a Rozdrojovice) (Ptiloha 3). V pfipadé vyssiho pfitoku, napt. za desté, se voda nej-
prve kumuluje v destové zdrzi s kapacitou 10 500 m’ a teprve po skon&eni destové udalosti je
prederpavana zpét na COV. Zadrz &istirny je 24 hodin. Mechanickou &ast &istimy tvoid: 1apak
hrubého stérku, jemné Cesle, lapak pisku (se separaci tuku) a Sest usazovacich nadrzi. Biolo-
gicka Cast je tvofena dvéma aktivacnimi nadrzemi, které 1ze provozovat samostatné nebo spo-
le¢n€. Voda je pfivadéna nejprve do anaerobni nadrze s funkci defosfatace, nasledné do obé-
hové anoxické nadrze s funkci prediazené denitrifikace. Poslednim stupném aktivace je oxic-
ka cast s jemnobublinou aeraci rozdélena na provzdusiovanou a neprovzdusfiovanou zonu.
Z aktivacnich nadrzi postupuje smeés do Sesti dosazovacich nadrzi. Prebytecny aktivovany kal
je zpracovavan v kalovém hospodarstvi, které tvori zahustovaci nadrz primarniho kalu, flo-
tacni zahustovac pro biologicky kal, homogenizacni, vyhnivaci a uskladiiovaci nadrze, zafi-
zeni na odvodiovani kalu a suSarna kalu. Bioplyn, produkovany pii vyhnivani kalu, je odva-
dén z vyhnivacich nadrzi, kumulovan ve dvou membranovych plynojemech a poté vyuzivan
pro vyrobu elektrické energie a tepla v kogenera¢nich jednotkach (28).
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4.5 Stanovované analyty a jejich vlastnosti

4.5.1 Kyselina salicylova

CAS 69-72-2

C7H603

2-hydroxybenzoova kyselina
M; = 138,1207

pK, =2,97

rozpustnost ve vods: 2,24 g.I”!
log Kow =2,4

teplota tani: 158 °C

4.5.2 Kyselina acetylsalicylova

CAS 50-78-2

C9HgO4

2-(acetyloxy)benzoova kyselina
M; = 180,1574

pK, = 3,49

rozpustnost ve vods: 4,6 g.1™!
log Kow = 1,4

teplota tani: 135 °C

4.5.3 Paracetamol

CAS 103-90-2

CgHgNOz
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid
M;=151,1626

pK, =938

rozpustnost ve vodé: 14 g.1™!
log Kow = 0,4

teplota tani: 169-170,5 °C

4.5.4 Diklofenak
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CAS 15307-86-5

C14sH11CbNO;
2-{2-[(2,6-dichlorofenyl)amino]fenyl }octova kyselina
M; = 296,149

pK, =415

rozpustnost ve vodé: 50 g.1™!

log Kow = 3,9

teplota tani: 283-285 °C



4.5.5 Ibuprofen

— CAS 15687-27-1

— Cy;3His0;

—  2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanova kyselina
— M;=206,2808

~ pK,=491

—  rozpustnost ve vod&: 49 mg.1™

— log Kow =3,6

— teplota tani: 75-77 °C

4.5.6 Ketoprofen

— CAS 22071-15-4

— Ci6H140;

— 2-(3-benzoylfenyl)propanova kyselina
— M;=254,2806

~ pK, =445

— rozpustnost ve vodé: 51 mg.1™!

— log Kow =3,2

— teplota tani: 94 °C

4.5.7 Naproxen

— CAS 22204-53-1

— CuHu405

— 2-(6-methoxynaftalen-2-yl)propanova kyselina
— M;=230,2592

~ pK,=4,15

—  rozpustnost ve vodé: 15,9 mg1™

— log Kow =2,8

— teplota tani: 153 °C (99)

4.6 Pracovni postupy

4.6.1 Vybér vhodnych NSAIDs pro analyzu

Vyse uvedena analgetika-antipyretika byla vybrana na zékladé zprav Statniho ustavu pro kon-
trolu 16&iv (SUKL), jakozto 1é¢iva obsazena v nejcast&ji prodavanych piipravcich pro potla-
Geni bolesti. Udaje byly zpracovany za obdobi let 2008-2010, a to vzdy po kazdém Gtvrtleti.
Ziskané hodnoty informuji o distribuci 1éCivych piipravka Iékarnam, jinym zdravotnickym
zafizenim a prodejcim vyhrazenych 1éciv (Obr. 32). Z téchto zprav vyplyva, ze nejCastéji
distribuovanymi NSAIDs v Ceské republice jsou: paracetamol (PAR), ibuprofen (IBU), kyse-
lina acetylsalicylovda (ASA) a diklofenak (DIC); jenz dohromady tvoii asi 90% podil
z celkového objemu této skupiny latek. Zbylych 10 % tvoii dal§i pouzivana analgetika-
antipyretika: ketoprofen (KET), naproxen (NAP), flurbiprofen (FLU), nimesulid (NIM), cele-
koxib (CEL), meloxikam (MEL), piroxikam (PIR) a indometacin (IND) (Obr. 33). Dal§im

71



dilezitym zjisténim je, ze se distribuce jednotlivych latek v prubéhu let 20082010 nijak vy-
razné neméni (Obr. 34), tudiz lze predpokladat konstantni spotiebu téchto 1é¢iv také u odbéra-
telt. K vybranym typtim analgetik byla také pfifazena kyselina salicylova (SAL), jelikoz se
jedna o degradac¢ni produkt kyseliny acetylsalicylové.
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PAR IBU ASA DIC NIM KET MEL IND NAP FLU PIR CEL

Obr. 32: Distribuce vybranych NSAIDs v letech 2008-2010

72



IND NAP FLU
MEL  13% 1,1% 0,4% PIR
KET  1,6% 0,4% CEL

Obr. 33: Distribuce vybranych NSAIDs v letech 20082010 v procentech
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Obr. 34: Distribuce vybranych NSAIDs za jednotliva ctvrtleti v letech 2008-2010
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4.6.2 Stanoveni optimalnich podminek pro CZE analyzu

4.6.2.1 Optimalizace vhodné vinové délky pro detekci jednotlivych analyti

Aby bylo dosazeno co nejlepsSich podminek pro spravnou identifikaci a kvantifikaci zkouma-
nych analytt, bylo nutné nejprve zjistit jejich absorpéni maxima. K tomuto ucelu byly pfipra-
veny roztoky jednotlivych NSAIDs ve vodé o koncentraci 100 mg.1™" (navazka nejprve roz-
pusténa v malém mnozstvi methanolu a poté doplnéna Milli-Q vodou na pozadovany objem).
Tyto roztoky byly proméfeny na UV/VIS spektrofotometru v rozsahu vinovych délek 190—
600 nm, coz je méfici rozsah pfistroje pro CZE. Z méfeni vyplynulo, ze absorpéni maxima
témer vSech analytt se pohybuji okolo hodnoty 200 nm, pouze u naproxenu je Amax = 231 nm
(Tab. 12). Nad vinovou délku 350 nm vSechny analyty jiz téméf neabsorbovaly.

Protoze pfistroj Agilent CE poskytuje moznost programovatelné vystupni sitky §térbiny (BW)
v rozsahu 2—-80 nm, nabizi se pfi detekci vyuziti dvou variant (Obr. 35):

1) Detekéni vinova délka: 210 nm, BW =40 nm (pro vSechny analyty)
2) Kombinace dvou detekEnich vinovych délek: A; = 200 nm, BW = 20 nm (pro analyty:
SAL, ASA, PAR, DIC, IBU, KET); A, =230 nm, BW = 10 nm (pro NAP)

Do softwaru pfistroje byly zadany obé tyto varianty pro dalsi optimalizaci.

Tab. 12: Naméfena absorpéni maxima jednotlivych analytt

analyt SAL ASA PAR DIC IBU KET NAP
Amax [Nnm] 202 194 195 199 193 190 231

1 -
0,9 - —SAL
——ASA
0,8 -
——PAR
0.7 1 DIC
06 - —IBU
o ] ——KET
< 05
0,4 - NAP
03 -
0,2 -
0,1 -
0 T y T y —_—
190 210 230 250 270 290 310 330 350
A (nm)

Obr. 35: Srovnani absorpcnich spekter jednotlivych analytii
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4.6.2.2 Vybér vhodnych separacnich podminek

Dulezitym faktorem pii vybéru vhodnych separac¢nich podminek jsou fyzikalné-chemické
vlastnosti analytt, zejména disociacni konstanta. Hodnoty pK, (Tab. 13) se u vybranych 1éCiv
pohybuji v rozmezi hodnot 3-5, pouze u paracetamolu se jedna o hodnotu 9,38. Tento rozdil
vyplyva z odlisnosti v chemické struktute, kde paracetamol, jako jediny z vybranych slouce-
nin, neobsahuje karboxylovou skupinu.

Tab. 13: Hodnoty pKa vybranych analytd (99)

analyt SAL | ASA | DIC | NAP | KET | IBU | PAR
pK, 207 | 349 | 415 | 415 | 445 | 491 | 938

Na zakladé téchto udajt lze, a to za vhodnych podminek, elektroforeticky separovat vybrané
analyty jako zaporné nabité Castice. Vzhledem k hodnotam pK,, je nutno volit pH zakladniho
elektrolytu tak vysoké, aby doslo k dostatecné disociaci jednotlivych sloucenin v roztoku. Na
zakladé toho se nejevi jako vhodné, pii pouziti béznych kiemennych kapilar, zvolit negativni
polaritu pro separaci aniontl, protoze pii vysSich hodnotach pH dochazi k urychleni elektro-
osmotického toku (EOF), ktery tak pasobi proti sméru separa¢niho modu.

Vhodnéj§im feSenim je proto pii vysSim pH volba pozitivni polarity, kdy dochézi k separaci
kladnych i1 zaporné nabitych Castic. V tomto pripadé je také nutné vzdy znat rychlost EOF, ze
které je potom mozné vypocitat mobility jednotlivych pika a urcit konkrétni analyt.

Rychlost elektroosmozy je mozno zvyraznit pridavkem neutralniho markeru, na ktery pfimo
nepusobi aplikované elektrické napéti, a pohybuje se pouze rychlosti EOF. Pro v§echna méfe-
ni byl jako marker zvolen mesityloxid (Obr. 36), jenz absorbuje UV zafeni ve vybraném roz-
mezi vinovych délek (Obr. 37).

CH, 0

N

H;C CHj

Obr. 36: Vzorec mesityloxidu
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Obr. 37: Absorpcni spektrum mesityloxidu
4.6.2.3 Volba vhodného zdakladniho elektrolytu a separacni délky kapildry

Volba zakladniho elektrolytu vychézela z pfedpokladu, ze budou vSechny analyty separovany
soucCasné a tudiz je nutno, vzhledem ke zjisténym hodnotam pK,, volit elektrolyt s dostatec-
nou tlumivou kapacitou v bazické oblasti pH. Z té€chto divodu byl jako BGE vybran boratovy
pufr (vodny roztok tetraboritanu sodného). Tabelovana hodnota pK, tohoto tltumivého rozto-
ku, zji§téna pomoci analytickych tabulek, je 9,24 a pozadovana hodnota pH se da upravit pfi-
davkem hydroxidu sodného.

Pro analyzu byla pouzita kfemenna kapilara s vnitinim pramérem ID = 75 pm, jejiz délka
byla postupné beéhem optimalizace upravovana. Detekcni okénko pro DAD bylo vytvoreno
odstranénim polyimidového povlaku ve vzdalenosti 8,5 cm od konce kapilary (Obr. 38).

8,5 cm /
I | ]

L
Obr. 38: Schéma separacni délky kapildary
Pro prvni méfeni byla pfipravena kapilara se separacni délkou /= 50,7 cm a BGE o koncent-
raci 20 mmol.I”". Pfi davkovani vzorku byl zvolen zptsob pietlaku na vstupu s nastavenim

50 mbar po dobu 5 vtefin, teplota kapilary pro analyzu byla stanovena na 25 °C a pracovni
napéti 25 kV (100).
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Nejprve byly vybrané analyty davkovany postupné, aby v nasledujicich métenich byla mozna
jejich identifikace ve smésném vzorku podle migracnich ¢ast respektive mobilit (Obr. 39).
K témto ucelim byly vyuzity ptipravené roztoky standardii 1éCiv o koncentracich 100 mg|™".

mAL

I 1) )
8 10 12 min

Obr. 39: Elektroforegram smési léciv (cpgr = 20 mmol.l Y

Postupnym davkovanim bylo zjisténo, ze analyty k detektoru migruji v potadi: PAR, KET,
DIC, IBU, NAP, ASA, SAL; pficemz ale vznika smésna zona KET+DIC+IBU+NAP. Pro
dalsi méfeni byl proto zakladni elektrolyt postupné rozfedén na koncentrace 10 a 5 mmol.I™!

(Obr. 40).
mAU i SAL
50 {
KET+DIC
a0 \
] PAR
EOF
a0
i IBU
20~ / ASA
1 10 mM BGE AP
10 7 JI,l L
- l - . . - A
] | u \ ( ASA ‘ (
-0 \ ‘\ FAR & ‘ ¥
5 mM BGE |y 1 !
] U SAL
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Obr. 40: Elektroforegramy smési léciv s riiznymi koncentracemi BGE
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Dal§i moznosti jak odseparovat analyty ve spolecné zoné je tprava zakladniho elektrolytu
pridavkem jiného rozpoustédla (101). Objemové koncentrace methanolu byly postupné zvy-
Sovany v nasledujicich krocich: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 a 50 %. V elektroforegramu bylo
sledovéno jednak postupné zpomalovani EOF, coz vedlo k prodlouzeni doby analyzy, ale také
rozdilna pohyblivost jednotlivych slozek ve smésné zoné. Dobfe pozorovatelna byla prede-
v§im migrace naproxenu, diky riznym detekénim a vlnovym délkam. Timto zptisobem bylo
mozné od sebe Castecné odseparovat analyty KET, DIC a IBU (Obr. 41). Se zvySujicimi se
ptidavky methanolu zacal naproxen migrovat opanym smeérem vuéi ostatnim analytim
a pohyboval se tedy stale ve smésné zoné sibuprofenem (Obr. 42). SpoleCnou zonu
IBU+NAP se podarilo rozde¢lit az po pridavku 50 % methanolu (Obr. 43), kdy vSak doba ana-
lyzy byla jiz tak dlouhd, Ze dochéazelo ke znaénému rozmyti zon ASA a SAL.

mAl

|| BGE (596 MeOH)
1?5—- | [\
150—-
| BGE(10% MeQH)
125—-
100-| BGE (15% MeOH)
; M., i
75
BGE (20% MeOH) J M |
a0 -
1 A
25—-
|| BGE (25% MeOH) M j\—
] A

D § | N [ N N l
4 L} =) 10 12 14 16 s min

Obr. 41: Elektroforegramy smési léciv s BGE obsahujicim 5-25 % methanolu
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Obr. 42: Elektroforegramy smési léciv s BGE obsahujicim 30 a 40 % methanolu
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Obr. 43: Elektroforegram smési léciv s BGE obsahujicim 50 % methanolu

Z naméfenych hodnot vyplyva, ze pokud by objem methanolu v zédkladnim elektrolytu byl
dostatec¢né vysoky, doslo by natolik ke zpomaleni elektroosmotického toku, ze by bylo mozné
na systém aplikovat opacnou (negativni) polaritu, a tim zkratit dobu analyzy (102). Proto byl
piipraven tlumivy roztok se slozenim 50 mmol.lI"" octan amonny + 13,75 mmol.I"" hydroxid
amonny v methanolu o pH = 8,32 (103). Pfi analyze bylo aplikovano napéti 30 kV s negativni
polaritou, na kapilafe se separacni délkou 50,7 cm. Jednotliva 1éCiva byla detekovana v jiném
pofadi, nez u vodného roztoku tetraboritanu sodného, avSak 1 v tomto pfipadé vznikala po-
dobna smésna zona.

Vyhodngjsi variantou, jak od sebe pfi analyze oddélit jednotliva 1éCiva, se proto ukazala upra-
va separacnich podminek za pouziti tltumivého roztoku tetraboritanu sodného ve vodném pro-
stfedi. Jak vyplynulo z prvnich méfeni, snizovani koncentrace zakladniho elektrolytu, a tedy
urychlovani EOF, mélo sice kladny vliv na dobu analyzy, avSak negativni na rozdéleni smés-
né zony. Nabizela by se proto moznost koncentraci BGE zvysit. Pfi této varianté vSak také
dochazi k narustu elektrického odporu kapilary, vedouci k zahtivani elektrolytu a tudiz
k vy§si difuzi vSech slozek. Jinou moznosti, jak se tomuto efektu ¢astecné vyhnout, je zvyseni
pH BGE. Proto byl piipraven 25 mmol.I™" roztok tetraboritanu sodného a jeho pH postupné
upravovano piidavkem 0,5 mol.I™" roztoku hydroxidu sodného z pH = 9,13 az po pH = 10,
coz se v elektroforegramu pozitivné projevilo (Obr. 44).
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Obr. 44: Elektroforegram smésné zony léciv s upravou BGE na pH = 10

Aby doslo k uplnému oddéleni vsech slozek ve smeésné zon€, bylo piikroceno k prodlouzeni
separacni délky kapilary. Ta byla postupné prodluzovana na 62,6 a 75,4 cm (Obr. 45). Tim
bylo docileno pozadovaného rozdéleni vSech analytu pii zachovani ostrych zon a kratkého
Casu analyzy.
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Obr. 45: Elektroforegramy smési léCiv s pouZitim riizné dlouhych kapilar
4.6.2.4 Nastaveni optimdlnich parametrit metody
Pti pouzivani nepokrytych kfemennych kapilar je dulezité upravit pred vlastnim meéfenim jeji

vnitini povrch tak, aby doslo k deprotonizaci silanolovych skupin a vznikl tak zaporny naboj
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na sténé kapilary. Proto pfed zacatkem kazdé série méfeni byla kapilara promyvana 30 minut
0,1 mol.I"! roztokem hydroxidu sodného.

Pred kazdym méfenim byla provedena prekondicionace kapilary postupnym promyvanim:
1 minutu 0,1 mol.l™ hydroxidem sodnym, 1 minutu Milli-Q vodou a 3 minuty zakladnim
elektrolytem. Po skonCeni analyzy byla kapilara promyta 1 minutu Milli-Q vodou.

Optimalni parametry metody pro CZE:

— zakladni elektrolyt: vodny roztok tetraboritanu sodného o koncentraci 25 mmol.I™,
upraven 0,5M roztokem hydroxidu sodného na pH = 10

— kapilara: kfemenna nepokryta, ID =75 um, L. = 83,5 cm, /=75,4 cm

— pracovni napéti: 30 kV, pozitivni polarita

— teplota kapilary: 25 °C

— detekeni vinové délky: 210 nm (BW = 40 nm), 200 nm (BW = 20 nm), 230 nm (BW =
10 nm)

— nastiik vzorku: hydrodynamicky, pfetlakem na vstupu, 50 mbar, 5 s

— doba analyzy: 25 minut

4.6.3 Ovéreni stability vybranych analyta

Béhem optimalizace podminek separace byl, také mimo jiné, pfi po sobé jdoucich méfeni
pozorovan zietelny ubytek kyseliny acetylsalicylové ve smésném vzorku a zaroven postupny
narust koncentrace kyseliny salicylové. Tato skuteCnost poukazuje na znacnou nestabilitu
ASA a jeji zfejmou degradaci, pfi niz jako produkty reakce vznikaji kyseliny salicylova a oc-
tova (104). Z tohoto divodu bylo nutné ovérit stabilitu jednotlivych 1éCiv pfi jejich dlouhodo-
bé&jsim skladovani.

Vyrazna nestabilita ASA oproti ostatnim 1é¢iviim byla pozorovana nejenom pfi jejim umisténi
na stole v laboratofi za béznych podminek, ale také pti skladovéani v lednici (Obr. 46). Byl
piipraven roztok ASA o koncentraci 100 mg.1™', ve kterém byla béhem nékolika dnéi sledova-
na koncentrace ASA i SAL (Obr. 47). Cerstvy roztok byl ihned analyzovan a jiZz v tomto roz-
toku bylo naméfeno urc¢ité mnozstvi kyseliny salicylové. Z t€chto métfeni proto vyplyva, ze
nestabilita ASA znemoziuje jeji kvantifikaci ve vzorku, a proto byla ze skupiny vybranych
analytd vylouCena. V realnych vzorcich bude nasledné stanovovan pouze jeji pfimy metabolit,
kyselina salicylova.

Pti splnéni podminek uchovani roztokli v dostatecném chladu a tmé lze s ostatnimi roztoky

bez problému pracovat po dobu nékolika dni bez pozorovatelného ubytku jednotlivych analy-
th.
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Obr. 46: Rozpad kyseliny acetylsalicylové po dobu 15 dnii
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Obr. 47: Pomér ASA a SAL v roztoku kyseliny acetylsalicylové po dobu 15 dnii za béznych
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4.6.4 Vypocet kalibraé¢nich krivek a limiti detekce a stanovitelnosti

Pro vypocCet kalibraénich kiivek bylo pfipraveno 5 roztokd v koncentralnim rozpéti 5—
100 mg.1I™". Vyhodnoceni bylo provedeno pro zvolené detekéni vinové délky: 210 nm (Obr.
48) 2 200 + 230 nm (Obr. 49).
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Obr. 48: Kalibracni krivky pro detekci pri 210 nm
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Obr. 49: Kalibracni kiiivky pro detekci pri 200 nm a 230 nm (pro NAP)

Pro vSechny analyty byly dale vypocitany limity detekce a stanovitelnosti pro ob& varianty
detek¢nich vlnovych délek (Tab. 14) podle rovnic:

10. h

LOQ = a (Rov. 24)
LOD = 2= (Rov. 25)
kde A znaci vySku Sumu zékladni linie a a je smérnici kalibracni kiivky.
Tab. 14: Limity detekce a stanovitelnosti pro stanovované analyty (v mg.1™"
PAR KET DIC IBU NAP SAL
LOQs10 1,91 431 2,94 433 2.32 1,78
LOD;y0 0,57 1,29 0,88 1,30 0,70 0,53
LOQ:00 1,54 427 3,28 3,90 1,67 1,54
LOD:0 0,46 1,28 0,98 1,17 0,50 0,46

Z uvedenych hodnot vyplyva, ze vSechna nésledujici méfeni budou vyhodnocovana z druhé
varianty detekce, tj., Ze analyty PAR, KET, DIC, IBU a SAL pii vinové délce 200 nm a analyt
NAP a neutralni marker mesityloxid pfi vinové délce 230 nm.
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Dale byly vypocteny hodnoty mobilit (i) jednotlivych analyti (Tab. 15). Jako vstupni data
byly pouzity migracni Casy analytd, nameéfené pii vypoctu kalibracnich kfivek, s koncentraci

vvvvv

Tab. 15: Vypocitané hodnoty mobilit stanovovanych analyti

analyt PAR | KET | DIC | IBU | NAP | SAL
e [10° m* Vs | -150 | 246 | 247 | 25,1 | —26,6 | —368

4.6.5 Optimalizace extrakce pevnou fazi pro vybrané analyty

Optimalizace podminek SPE byla provedena v nékolika krocich na modelovych vzorcich,
pfipravenych rozpusténim standardu 1éciv v Milli-Q vodé.

4.6.5.1 Vybér vhodného sorbentu

Extrakénich kolonek pro SPE existuje cela fada, a to jednak podle typu sorbentu, ptipadné
pochazejicich od riznych vyrobci. Pro tyto ucely byly jako nejvhodnéjsi varianta zvoleny
kolonky Oasis HLLB (hydrophilic-lipophilic-balanced reversed-phase sorbent) od firmy Wa-
ters, s objemem 3 cm’ (105). Sorbent u t&chto kolonek je tvoren kopolymerem N-vinylpyrroli-
don-divinylbenzen s parametry:

—  specificky povrch: 810 m*.g™!
— velikost porti: 80 A

— porovitost: 1,3 cm’.g”

— velikost ¢astic: 30—60 pm.

Spojenim dvou monomert, lipofilniho divinylbenzenu a hydrofilniho N-vinylpyrrolidonu, tak
umoziiuje extrahovat Sirokou Skalu analytll s vysokou ucinnosti kolonky (106).

Postup pfi extrakci byl zvolen nasledujici (105):

— aktivace 6 ml methanolu

— promyti 6 ml Milli-Q vody

— naneseni vzorku

— promyti 6 ml Milli-Q vody

— suSeni podtlakem vzduchu (10 min), pretlakem dusiku (5 min)
— eluce 6 ml methanolu

— suSeni pfetlakem dusiku (do sucha)

— rozpusténi odparku v 0,3 ml BGE

4.6.5.2 Ovéreni ucinnosti SPE kolonek

Z divodu rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti analyti bylo nutné jako prvni zjistit
optimalni hodnotu pH, pfi které budou Ié¢iva ucinn€ zachycovana na sorbentu. K tomuto uce-
lu bylo pfipraveno 9 smésnych roztoki o koncentracich 20 pg.l™" a objemu 100 ml. Tyto roz-
toky byly, pomoci 0,1 mol.I”" kyseliny chlorovodikové a 0,1 mol.I"" hydroxidu sodného, na-
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staveny na hodnoty pH =2, 7 a 10. V kazdé sadé méfeni bylo také upraveno pH Milli-Q vody
pro piedupravu a promyvani sorbentu.

Po provedeni extrakce pevnou fazi byly roztoky proméfeny na CZE a vyhodnoceny pomoci
kalibra¢nich kfivek. Dale byla u vSech vzorkt vypocitana hodnota relativni smérodatné od-
chylky (RSD) pomoci rovnice:

2.0.100

RSD (%) = ==

(Rov. 26)
kde o znac¢i smeérodatnou odchylku a @ aritmeticky pramér naméfenych koncentraci. Tyto
hodnoty byly kvili pfehlednosti zaznaeny do grafii v podobé chybovych tsecek.

Vliv pH je nejvyraznéji pozorovatelny u kyseliny salicylové (Obr. 50, Tab. 16), kde pti hod-
notach 7 a 10 dochazelo k tak nizkému zachycovani analytu na sorbentu, ze se namétrené kon-
centrace jiz pohybovaly pod limitem detekce. VSechna dalsi méteni byla tedy provadéna jiz
s upravou vzorku a promyvaci Milli-Q vody na hodnotu pH = 2.
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Obr. 50: Vliv pH na ucinnost SPE

Tab. 16: Vliv pH na t¢innost SPE

Gi¢innost [%] PAR KET DIC IBU NAP SAL
pH=2 57,04 89,86 86,89 88,13 86,54 83,71
pH=7 66,55 89,02 69,07 8525 79,88 _
pH =10 69,75 95.40 59,08 84,45 81,38 _

Z hlediska co nejefektivnéjsiho zakoncentrovani analytd je vyhodné finalni rozpousténi ve
velmi malém objemu BGE. Disledkem toho je pouziti co nejmensich vialek, u nichz je vSak
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nezbytné zvazit optimalni objem elu¢niho ¢inidla pfi SPE. V dal§im méfeni byl proto vyzkou-
Sen vliv mnozstvi methanolu, pouzitého pfi eluci, na G€innost extrakce. Davkované objemy
&inily 3, 4, 5 a 6 ml. Extrahovany byly opét roztoky o koncentracich 20 pg.1™ a objemu 100
ml.

Z vysledkt vyplynulo, ze pouziti mensiho mnozstvi methanolu vede k neuplnému vymyti
analytd ze sorbentu a tudiz pfi nasledujicich méfeni bylo pracovano s 10 ml vialkami a obje-
mem elucniho ¢inidla 6 ml. Pfi tomto mnozstvi se pohybuji hodnoty ucinnosti nad 83 % (Obr.
51, Tab. 17), kromé paracetamolu (57,04 %), jenz se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnost-
mi od ostatnich analytd vice odlisuje.

V=3ml V=4ml mV=5ml BV=6ml
100

% r 1 | S

" l I ‘I

70 .| -
R 60 |
E’ 50 +—— I
5 40 I

30 —

20 +—

10 +—

0 T T T . .
PAR KET DIC IBU NAP SAL

Obr. 51: Vliv objemu elucniho cinidla na ucinnost SPE

Tab. 17: Vliv objemu elucniho ¢inidla na u¢innost SPE

Gi¢innost [%] PAR KET DIC IBU NAP SAL
V=3ml 44,18 86,77 76,14 37,09 80,62 54,19
V=4ml 54,66 87,23 84,72 50,00 85,41 68,37
V=5ml 62,07 89,19 87,76 58,93 87,81 74,47
V=6ml 57,04 89,86 86,89 88,13 86,54 83,71

Stanovované analyty se v odpadnich vodach CR pohybuji v koncentracich fadové jednotek az
desitek pugl™ (105). Vypoditané limity detekce metody jsou v rozmezi 0,46—1,28 mg.I™". Aby
bylo mozné analyty stanovit v realnych vzorcich, musi byt béhem extrakce minimalné 500x
zakoncentrovany. Proto bylo v dalSich méfeni ovéreno, zda nebude dochazet pri vétSich ob-
jemech vzorku k postupnému vymyvani analytd ze sorbentu. Pavodni fada 100 ml byla proto
rozsifena o dal3i tii, s objemy 200, 300 a 400 ml, vzdy s koncentraci analyt 20 pg.1™".
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Postupné zvySovani objemu vzorku se negativné projevilo pouze u paracetamolu (Obr. 52,
Tab. 18), kde pfi pouziti 400 ml doslo k poklesu t¢innosti extrakce na 26,67 %. U ostatnich
analytd k zasadnim zménam nedochazelo, spiSe bylo pozorovano mirné zvySovani uc¢innosti.

mV =100 ml V=200m ®mV=300ml mV=400ml
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Obr. 52: VIiv objemu vzorku na ucinnost SPE

Tab. 18: Vliv objemu vzorku na ucinnost SPE

i¢innost [%] PAR KET DIC IBU NAP SAL
V=100 ml 57,04 89,86 86,89 88,13 86,54 83,71
V=200 ml 35,90 94,41 83,04 86,03 85,13 91,08
V =300 ml 35,19 9581 89,04 87,61 92,25 85,76
V = 400 ml 26,67 96,69 96,34 93,59 98.68 85,66

Poslednim krokem optimalizace metody bylo porovnani extrakci riiznych koncentracnich hla-
din analytl za idealnich podminek. Pouzity byly roztoky s koncentracemi 4, 20 a 80 pg.l™
0 objemech 200 ml.

Pozorovatelné rozdily byly zejména u analyti NAP a SAL. U naproxenu bylo, a to pfi nartistu

jeho koncentrace ve vzorku, vidét postupné zvySovani, naopak u kyseliny salicylové postupny
pokles ucinnosti extrakce (Obr. 53, Tab. 19).
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Obr. 53: Porovnani ucinnosti SPE pri riiznych koncentracnich hladindch analytu

Tab. 19: Porovnani ucinnosti SPE pii riznych koncentra¢nich hladinach analyta

Gi¢innost [%] PAR KET DIC IBU NAP SAL
c=4[pgl"] 35,56 87,38 86,66 94,87 39,85 99,50
¢ =20 [pg.l] 57,04 89,86 86,89 88,13 86,54 83,71
c =80 [pg.l ] 45.42 92,67 91,16 79.97 | 102,59 43,67

4.6.6 Odbéry vzorku

Vzorky odpadnich vod byly odebirdny beéhem cervna — srpna 2011 na pfitoku a odtoku dvou
COV. V piipadé velkokapacitni istirny bylo k odb&ru pouzito automatického vzorkovade,
diky némuz byl ziskan slévany 24hodinovy smésny vzorek, ktery byl odebiran kazdy den v 6
hodin rano. U ¢istirny do 10 000 EO byl odebiran prosty jednorazovy vzorek vzdy mezi 9-11
ranni hodinou. Vzorky byly pfed zpracovanim uchovéavany v lednici, pfi teploté 4 °C. Pro
prepravu do laboratofe byly v obou pfipadech pouzity tmavé sklenéné vzorkovnice o objemu
1 litr, umisténé v prenosné lednici s pasivnim chlazenim. Zpracovani vzorku probéhlo vzdy
nejpozdéji do 2 dni po jeho odbéru.

4.6.7 Uprava vzorka

4.6.7.1 Filtrace

Prvnim krokem upravy vSech vzorkt byla vzdy filtrace, ktera byla provadéna z davodu od-
stranéni suspendovanych latek, které by komplikovaly dal§i preanalytickou tpravu. Odpadni
voda byla za snizeného tlaku filtrovana pies papirové filtry pomoci Biichnerovy nalevky, od-
savaci bariky a vodni vyvévy. U vzorku z pfitoku byly postupné pouzity filtracni papiry Mu-
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nktell Filtrak s oznaenim 388 a 390, ¢imz bylo zajisténo dostatecné precisténi vzorku a zaro-
ven zachovana potiebna rychlost filtrace. U odtokovych vzorkt byl pouzit pouze filtr 390.

4.6.7.2 ﬁprava PH

Po prefiltrovani byla nasledné u vSech vzorki zméfena a zaznamenana hodnota pH. Pro na-
sledujici preanalyticky postup, extrakci tuhou fazi, bylo pomoci koncentrované kyseliny chlo-
rovodikové upraveno pH vSech vzorka na hodnotu 2, jak vyplynulo z optimalizace této meto-
dy. Vzorky odpadni vody byly poté rozdéleny po 3x 300 ml do uzaviratelnych sklenénych
nadob.

4.6.8 Extrakce tuhou fazi
Pti optimalizaci SPE na kolonkach Oasis HLB byl postup upraven na nasledujici verzi:

— aktivace sorbentu 6 ml methanolu

— promyti 6 ml Milli-Q vody (pH = 2)

— naneseni 300 ml vzorku (pH = 2)

— promyti 6 ml Milli-Q vody (pH = 2)

— suSeni podtlakem vzduchu (10 min), pfetlakem dusiku (5 min) (Obr. 54)
— eluce 6 ml methanolu (Obr. 55)

— suSeni pfetlakem dusiku (do sucha)

— rozpusténi odparku v 0,3 ml BGE

Obr. 54: Proces suSeni SPE kolonek dusikem s vyuZitim specialniho nastavce
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Obr. 55: Eluce analytit ze sorbentu SPE kolonek

Timto postupem bylo dosazeno 1 000nasobného zakoncentrovani a cela metoda tedy dosahla
nasledujicich mezi detekce a stanovitelnosti:

Tab. 20: Hodnoty LOD a LOQ pro optimalizovanou metodu (v pg.1™")

PAR KET DIC IBU NAP SAL
LOQ 1,54 427 3,28 3,90 1,67 1,54
LOD 0,46 1,28 0,98 1,17 0,50 0,46
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni vybranych 1é¢iv v redlnych vzorcich

V ramci této prace byla sledovana vybrana analgetika na dvou raznych Cistirnach odpadnich
vod a to jak na pfitoku, tak i na odtoku. Vzorky byly odebirany v prubéhu mésict Cervna,
cervence a srpna 2011. Pro vyhodnoceni byla vyuzita vicebodova kalibracni kfivka. Pro snad-
néjsi identifikaci analytd bylo pro rozpousténi odparku po SPE vyuzito roztoku zakladniho
elektrolytu se standardnim piidavkem viech stanovovanych 1é&iv o koncentraci 5 mg.1™". Ten-
to roztok byl vzdy samostatné promeéfen spolu se sadou vzorka odpadni vody tak, aby bylo
mozné z kalibracni kiivky odecist vzdy presnou hodnotu koncentrace vSech analytd (Obr. 56).
Voda z kazdého odbéru byla zpracovana tiikrat a poté vypocitana primérna hodnota koncent-
race kazdého analytu.

Béhem odbéra byly detekovany vSechny sledované analyty v riznych koncentracich.

mal -~

?D—:
BD—:
50—:
30—5

20

[vzorek odioku bez stand. pridavia

] N ] ] ] N ] ]
25 =) 75 0 12.5 15 7.5 20 min

Obr. 56: Srovnani elektroforegramii odpadni vody se standardnim pridavkem a bez néj
5.1.1 Stanoveni NSAIDs na COV do 10 000 EO

Na vybrané Cistirné bylo odebrano celkem 24 vzorkt, béhem mésict Cervna a Cervence roku
2011. Ve vzorcich byla nejprve zmétrena hodnota pH (a poté podle vypracovaného postupu
vyhodnoceny koncentrace sledovanych analyt. Kromé toho byla sledovana uginnost COV pii
odbouravani kontaminantd. Pfi vyhodnoceni bylo nutné zohlednit dobu zdrzeni odpadni vody,
ktera ¢ini cca 2 dny. Z toho divodu bylo mozné vyhodnotit G&innost COV pouze u n&kterych
vzorku.
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Tab. 21, Obr. 57) a poté podle vypracovaného postupu vyhodnoceny koncentrace sledova-
nych analytd. Kromé toho byla sledovana G&innost COV pii odbouravani kontaminantd. PH
vyhodnoceni bylo nutné zohlednit dobu zdrzeni odpadni vody, kterd €ini cca 2 dny. Z toho
dtivodu bylo mozné vyhodnotit u¢innost COV pouze u nékterych vzorkd.

Tab. 21: Hodnoty pH vzorkd z COV do 10 000 EO

datum odbéru 22.6. 23.6. 27.6. 28.6. 29.6. 30.6.
pH pritoku 784 | 752 | 811 | 800 | 790 | 7.84
pH odtoku 740 | 751 | 745 | 743 | 748 | 7.49

datum odbéru 4.7. 7.7. 18.7. 19.7. 20.7. 21.7.
pH pFitoku 701 | 788 | 7.73 | 784 | 776 | 722
pH odtoku 717 | 741 | 743 | 742 | 732 | 7.44

M pfitok ' odtok
8,2 -

8,0 -

7.8
7,6
7,4
7,2
7,0
6,8
6,6 - . . . . . . . . . . .

22.6.11 23.6.11 27.6.11 28.6.11 29.6.11 30.6.11 4.7.11 7.7.11 18.7.11 19.7.11 20.7.11 21.7.11

pH

Obr. 57: Hodnoty pH vzorkii z COV do 10 000 EO

Z vysledkua vyplyva, ze hodnoty pH na pfitoku se pohybovaly v rozmezi 7,22-8,11 a hodnoty
na odtoku v rozmezi 7,17-7,51. Jedna se tedy o hodnoty v neutralni az mirn€ bazické oblasti.

Vysledky analyz odpadni vody jsou kompletné prezentovany v Tab. 22 a kvuli prehlednosti
také v nasledujicich grafech. Protoze byl kazdy vzorek prométen tfikrat, bylo mozné vypoci-
tat také relativni smérodatnou odchylku pro jednotliva méfeni, kterd je v grafu uvedena jako
chybova usecka.
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Tab. 22: Koncentrace sledovanych NSAIDs v pg.1™" na pfitoku a odtoku COV do 10 000 EO

datum 22.6. 23.6. 27.6. 28.6.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 208 |<LOD | 339 |<LOD | 10,76 |<LOD | 2,09 |<LOD
KET | 10,76 |<LOD | 1952 |<LOD | 23,64 |<LOD | 487 |<LOD
DIC | 22,18 126 | 38,67 |<LOD | 2651 |<LOD | 145 |<LOD
IBU | 5477 | 332 | 5737 1,46 | 4519 |<LOD | 2643 |<LOD
NAP 1,56 | <LOD 889 |<LOD |<LOD |<LOD 1,43 | <LOD
SAL | 55,82 |<LOD | 6440 |<LOD | 30,54 |<LOD | 53,52 |<LOD
datum 29.6 30.6. 4.7. 7.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 452 |<LOD | 11,65 |<LOD | 12,01 |<LOD | 941 |<LOD
KET | 2,52 130 | 1347 | 231 1,54 |<LOD | 2,18 |<LOD
DIC 596 | 226 3,83 0,99 8,64 |<LOD |<LOD |<LOD
IBU | 16,64 1,44 | 18,18 |<LOD | 4858 274 | 1428 |<LOD
NAP | 857 | 099 | 288 1,08 9,07 0,68 | 12,05 0,55
SAL | 53,66 | 239 | 42,18 1,37 | 54,04 1,69 | 45,51 0,75
datum 18.7. 19.7. 20.7. 21.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 11,95 |<LOD | 13,70 |<LOD | 12,11 1,63 2,05 1,29
KET | 3,17 |<LOD | 464 |<LOD | 6,02 136 |<LOD |<LOD
DIC | 3,76 |<LOD | 10,52 1,28 | 1923 1,14 |<LOD |<LOD
IBU | 4146 | 225 | 4239 1,68 | 17,83 |<LOD | 2,59 |<LOD
NAP 430 | <LOD 7,79 | <LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
SAL | 34,95 093 | 3974 | 0,81 | 62,80 1,04 5,07 1,30
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Obr. 58: Koncentrace paracetamolu na COV do 10 000 EO v ug.I”’
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Obr. 59: Koncentrace ketoprofenu na COV do 10 000 EO v ug.l”!
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Obr. 62: Koncentrace naproxenu na COV do 10 000 EO v ug.I”’
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Obr. 63: Koncentrace kyseliny salicylové na COV do 10 000 EO v ug.l”!

97



M pritok ' odtok

70 A
45,19

60 -
32,14

40 -

c (ng/l)

30 A 14,07

6,28
10 -
146 165 139 215 082 129
0 - .

Obr. 64: Priimérné koncentrace jednotlivych analytii na COV do 10 000 EO

Z vysledk méfeni vyplyva, e nejcastéji detekovanymi analyty na piitoku COV byla kyselina
salicylova (45,19 pg.1™) a ibuprofen (32,14 pug.1™), coz odpovida ziskanym udajam ze SUKL
(Obr. 33), podle kterych patti mezi nejoblibenéjsi preparaty z této farmaceutické skupiny 1a-
tek. Jako dalsi by se mél, na zakladé té€chto udajti, pohybovat ve vyssich koncentracich i para-
cetamol. U tohoto analytu vSak nebylo pfi skupinovém stanoveni dosazeno potfebnych hodnot
ucinnosti extrakce. Dalsi moznosti je, ze je tato latka velmi dobie odbouratelna jiz pfi samot-
ném metabolismu, pfipadné nasledném postupném rozkladu v odpadni vodé, a to jesté pred
piitokem na COV.

Pii studiu u¢innosti COV pii odbouravani sledovanych analytd (Tab. 23) bylo zjisténo, Ze
nejlépe odbouratelnymi analyty jsou ibuprofen, kyselina salicylova a paracetamol, u kterych
bylo dosazeno prumérné hodnoty nad 90 %. U ketoprofenu, diklofenaku a naproxenu se pri-
mérné hodnoty pohybovaly mezi 70-80 %. Je vSak nutno dodat, ze ve vétsiné pripadi se hod-
noty koncentraci na odtoku pohybovaly pod mezi detekce nebo tésné nad ni. Nizké koncent-
race vSech analytd na pfitoku, zjisténé dne 21. 7., 1ze vysvétlit rozfedénim odpadni vody jiz
v kanalizaci vodou srazkovou, v disledku vydatného deste.

Na Obr. 65a Obr. 66 jsou kompletné prezentovany namétené koncentrace analyti na pritoku
resp. odtoku COV do 10 000 EO.
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Tab. 23: Uginnost COV do 10 000 EO pii odbouravani cilovych analyti (v %)

datum | ¢ | 286 | 187. | 19.7.

odbéru
PAR | ~100 | =100 86 o1
KET 05 53 57 | =100
DIC o1 31 70 | =100
IBU 97 | =100 | =100 | =100
NAP |<LOD 25 | =100 | =100
SAL 92 97 97 97
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Obr. 65: Koncentrace sledovanych analytii na pritoku COV do 10 000 EO
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Obr. 66: Koncentrace sledovanych analytii na odtoku COV do 10 000 EO
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5.1.2 Stanoveni NSAIDs na velkokapacitni Cov

Na velkokapacitni COV Brno-Modfice bylo odebrano celkem 40 vzorkd, a to bdhem mésici
cervence a srpna roku 2011. Ve vzorcich byla opét nejprve zmétena hodnota pH (Tab. 24,
Obr. 67) a dale bylo postupovano podle optimalizované metody. Byly vyhodnoceny koncent-
race sledovanych analyt na piitoku i na odtoku, a vypo¢itana ucinnost COV pii odbouravani
kontaminantd.

Tab. 24: Hodnoty pH vzorkd z velkokapacitni COV

datum odbéru 25.7. 26.7. 27.7. 28.7. 29.7.
pH pritoku 775 | 775 | 777 | 764 | 781

pH odtoku 773 | 776 | 773 | 743 | 7,70
datum odbéru 1.8. 2.8. 3.8. 4.8. 5.8.
pH pritoku 779 | 774 | 777 | 175 | 7.64
pH odtoku 775 | 772 | 764 | 775 | 7,84
datum odbéru 8.8. 9.8. 10.8. 11.8. 12.8.
pH pritoku 776 | 781 | 767 | 7,72 | 7,70
pH odtoku 771 | 764 | 767 | 7.60 | 7,77

datum odbéru 15.8. 16.8. 17.8. 18.8. 19.8.
pH pritoku 765 | 774 | 775 | 7.60 | 7,79

pH odtoku 7,67 7,57 7,63 7,64 7,72
M pfitok © odtok
79 -
7,8 -
7,7 -
7,6 -
T
Q.
7,5 -
7,4 -
7,3 -
7,2 -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - \—! - - - - - - - - -
n o ~ -] (<] - ~ (3] < n (-] [<)] o - o~ n o ~ -] [=)]
(3] (] o~ o~ ~N - - - - - - - -

Obr. 67: Hodnoty pH vzorkii z velkokapacitni COV
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Z vysledka vyplyva, ze hodnoty pH na pfitoku se pohybovaly v rozmezi 7,60-7,81 a hodnoty
na odtoku v rozmezi 7,43-7,84. Jedna se tedy opét o hodnoty v neutralni az mirné€ bazické

oblasti.

Vysledky analyz odpadni vody z velkokapacitni COV jsou kompletn& prezentovany v Tab. 25

a nasledujicich grafech.

Tab. 25: Koncentrace sledovanych NSAIDs v pg.I™' na piitoku a odtoku velkokapacitni COV

datum 25.7. 26.7. 27.7. 28.7.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 10,12 |<LOD | 11733 094 | 11,31 1,65 1,00 | <LOD
KET | <LOD |[<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD 2,15 | <LOD
DIC 8,92 1,09 5,94 1,02 136 |<LOD | 1,59 |<LOD
IBU 20,79 | <LOD | 21,16 |<LOD | 18,59 |<LOD | 10,94 |<LOD
NAP | 1,95 122 1,04 0,51 |<LOD | 0,52 |<LOD |<LOD
SAL | 3038 | 2,77 | 2898 1,46 | 23,64 1,00 | 13,60 |<LOD
datum 29.7. 1.8. 2.8. 3.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR 1,26 | <LOD 2,67 |<LOD |<LOD |<LOD 3,72 | <LOD
KET 524 | <LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD
DIC 9,46 | <LOD 6,39 1,72 5,89 2,17 1,55 1,36
IBU 17,91 <LOD | 27,02 1,37 21,74 | <LOD | 20,68 |<LOD
NAP | <LOD |<LOD 3,71 235 1,44 1,30 0,61 <LOD
SAL 21,29 | <LOD | 4027 3,53 30,21 2,72 42 .80 2,44
datum 4.8. 5.8. 8.8. 9.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 134 |[<LOD | 644 0,73 4,59 1,02 551 0,77
KET | <LOD |<LOD 6,50 1,43 | <LOD | <LOD 223 | <LOD
DIC 2,40 | <LOD 5,03 | <LOD |<LOD [<LOD |<LOD |<LOD
IBU | 2433 |<LOD | 2585 |<LOD | 16,50 |<LOD | 14,67 1,19
NAP | <LOD | <LOD 0,66 0,65 |<LOD |<LOD 1,14 | <LOD
SAL | 41,15 223 | 2673 |<LOD | 558 |<LOD | 1737 |<LOD
datum 10.8. 11.8. 12.8. 15.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok | pritok | odtok
PAR | 544 |<LOD | 502 |<LOD | 202 |<LOD | 632 |<LOD
KET | <LOD |<LOD 2,18 |<LOD |<LOD |[<LOD |<LOD |<LOD
DIC 8,01 1,52 | 620 | 208 | 230 |<LOD |<LOD | 1,09
IBU | 26,50 128 | 4232 1,68 | 27,26 1,41 | 20,84 |<LOD
NAP | 1,68 |<LOD | 2,00 0,65 5,68 1,06 3,89 1,26
SAL | 3474 | 0090 | 3567 1,49 | 2541 0,97 | 1559 |<LOD




datum 16.8. 17.8. 18.8. 19.8.
odbéru | pritok | odtok | pritok | odtok | prFitok | odtok | pritok | odtok
PAR 9,80 0,52 14,61 | <LOD 9,94 | <LOD 742 | <LOD
KET | 28,21 |<LOD | 23,26 6,46 9,78 2,97 481 1,34
DIC 1,74 | <LOD |<LOD |[<LOD | 201 |<LOD 1,09 | <LOD
IBU | 35,42 1,31 12,57 2,75 | 26,34 1,18 | 30,82 2,12
NAP 5,75 0,75 14,48 0,59 5,04 2,19 9,87 0,52
SAL | 20,76 0,47 | 30,06 |<LOD | 44,15 |<LOD | 3594 |<LOD
M pfitok ' odtok
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Obr. 68: Koncentrace paracetamolu na velkokapacimi COV v ug.l”’
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Obr. 70: Koncentrace diklofenaku na velkokapacitn
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Obr. 71: Koncentrace ibuprofenu na velkokapacitni COV v ug.l”
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Obr. 72: Koncentrace naproxenu na velkokapacitni COV' v ug.l”
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73: Koncentrace kyseliny salicylové na velkokapacitni COV v ug.l”!
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Obr. 74: Priimérné koncentrace jednotlivych analytii na velkokapacitni COV

Z vysledkd vyplyva, ze nejéastdji detekovanymi analyty na piitoku COV byly opét kyselina
salicylova (28,21 ugl™) a ibuprofen (23,11 ng.™). Ostatni sledovana analgetika se prumérné
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pohybuji pod koncentraci 10 pgl™. Pii studiu uginnosti COV (Tab. 26) bylo zjiiténo, ze
u vSech sledovanych analyti kromé naproxenu se prumérna hodnota odbourani pohybuje nad
90 %. Koncentrace naproxenu se na piitoku pohybuji okolo hodnoty 4 pg.l™, aviak G&innost
jeho odbourani &asto klesala az k 50 %. Potvrdil se tedy fakt z méfeni na mensi COV, Ze se
jedna o kontaminant pomérné tézko odbouratelny.

Na Obr. 75 a Obr. 76 jsou kompletné prezentovany naméfené koncentrace analyti na pritoku
resp. odtoku velkokapacitni COV.

Tab. 26: U¢innost velkokapacitni COV pii odbouravani cilovych analyti (v %)

datum | s ¢ | 266. | 27.6. | 286. | 18. | 28. | 38 | 4.
odbéru
PAR o1 85 | =100 | ~100 | =100 | <LOD | =100 | =100
KET | <LOD | <LOD | <LOD | =100 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
DIC 80 | ~100 | ~100 | =100 66 77 | =100 | =100
IBU | ~100 | ~100 | =100 | ~100 | =100 | ~100 | =100 | =100
NAP 74 50 | <LOD | <LOD 65 | =100 | ~100 | <LOD
SAL 05 9 | =100 | ~100 93 92 95 | =100
datum | g0 | 98 | 108 | 11.8. | 158. | 168. | 17.8. | 18
odbéru
PAR 83 | ~100 | ~100 | =100 92 | =100 | =100 | =100
KET |<LOD | ~100 | <LOD | =100 | <LOD 77 87 86
DIC | <LOD | <LOD 74 | =100 | <LOD | =100 | <LOD | ~ 100
IBU 93 o1 04 97 04 92 o1 92
NAP | <LOD | ~100 61 47 81 90 85 90
SAL | ~100 05 96 97 97 | =100 | =100 | ~100
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Obr. 75: Koncentrace sledovanych analytit na pritoku velkokapacitni COV
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5.1.3 Srovnani vybranych Ccov pri odbouravani sledovanych analytu

Pii porovnani dvou riiznych COV je tieba zvazit nékolik rtiznych faktord. Prvnim z nich je
charakteristika pritékajici odpadni vody. V obou ptipadech se jedna z vétsi miry o komunalni
splaskové vody, prevazné€ doplnéné o prumyslovou odpadni vodu, ovSem s téméf 100nasobné
rozdilnymi objemy na pfitoku.

Dalsim velkym rozdilem mezi Cistirnami je pouzitd technologie. U mensi Cistirny je zcela
vynechan mechanicky stupen Cisténi pomoci usazovacich nadrzi. Lze tedy predpokladat, ze
u velkokapacitni COV je ¢ast kontaminantd odbourana jiz pfi tomto procesu, a odchazi tak
z odpadni vody spolu s primarnim kalem. U velkokapacitni Cistirny je rovnéz mnohem pro-
pracovangjsi biologicky stuperi Cisténi.

V neposledni fadé je tieba zminit rozdilnou dobu zdrzeni odpadni vody na COV. U velkoka-
pacitni je tato doba 24 hodin, kdezto u mensi Cistirny je to asi 2 dny, v zavislosti na pfitoku.

Vsechny tyto faktory se ve vysledku, ve vétsi ¢i mensi mife, promitnou na ucinnost odbourani
kontaminantd z odpadni vody. Na Obr. 77 je zobrazena rozdilna ucinnost dvou vybranych
COV pii odbouravani sledovanych analytd. Z grafu je patrné, e analyty paracetamol, ibupro-
fen a kyselina salicylova jsou snadno odbouratelné na obou typech COV. U ketoprofenu
a diklofenaku je vidét mimy pokles u¢innosti na velkokapacitni COV, oviem na mensi &istir-
né jiz dochazi ke znacnému snizeni. Posledni sledovany analyt, naproxen, je ze vSech nejhtie
odbouratelny, a to na obou vybranych ¢istirnach.
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Obr. 77: Srovnani tic¢innosti dvou riiznych COV

Pfi sledovani koncentraci jednotlivych analgetik v pfitokové odpadni vodé bylo ziejmé po-
dobné procentualni zastoupeni. Nejcastéji detekovanymi kontaminanty byly v obou pfipadech
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kyselina salicylova a ibuprofen (Obr. 78). Ostatni analyty byly obsazeny v niz§ich koncentra-
cich.
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Obr. 78: Srovndni koncentraci sledovanych analytii na pritoku dvou vybranych COV

Z naméfenych hodnot vyplyva, ze z vybranych analytl, jsou ty pro 1éCebné ucely nejCastéji
pouzivané, zaroven 1 nejlépe odbouratelné. Dalsi analgetika, zejména naproxen, patii sice
mezi méné vyuzivana léciva (Obr. 32, Obr. 78), jejichz koncentrace v odpadni vodé se vétsi-
nou pohybuje v jednotkach ugl™. Zato jsou vsak hiife odbouratelna na COV, a proto lze
predpokladat jejich zvySeny prinik do povrchovych vod.

5.2 Porovnani ziskanych dat s publikovanymi udaji

V ramci vyzkumného zaméru, kde je Cast feSené problematiky spojena se stanovenim léCiv
v Zivotnim prostiedi, se touto oblasti vyzkumu zabyva na Ustavu chemie a technologie ochra-
ny zivotniho prostfedi Fakulty chemické VUT v Brné feSitelsky kolektiv pod vedenim prof.
RNDr. Milady Vavrové, CSc. Problémem vyskytu analgetik v povrchovych a odpadnich vo-
dach se ve své dizertaCni praci zabyvala rovnéz Ing. Lucie Vydrova, Ph.D. Zvolenou metodou
byla vtomto pfipadé vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostnim detektorem.
Monitorovany byly povrchové a odpadni vody v Ceské republice, ve Skotsku a na Taiwanu.

Naméfené praimémé koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé v CR uvadi nasledujici
tabulka.
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Tab. 27: Koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé (HPLC/MS) (105)

analyt PAR KET DIC IBU NAP SAL
c [ng.l_l] 355 68 2394 5191 774 16

Dalsim clenem feSitelského kolektivu, ktery se zabyva stanovenim analgetik ve vodach, je
Ing. Petr Lacina, ktery jako analytickou koncovku vyuziva dvoudimenzionalni plynovou
chromatografii (GCxGC) s hmotnostnim detektorem doby praletu (TOF). Pomoci této sepa-
racni metody byly naméfeny nasledujici koncentrace vybranych analgetik na velkokapacitni
COV Bro-Modfice behem listopadu 2010, jez uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 28: Koncentrace vybranych analgetik v odpadni vodé (GCxGC/TOF) (107)

¢ [ng1]
PAR 1,1-20,1
KET 0,4-3,8
DIC 3,7-17,1
IBU 13,2459
NAP 0,5-3,4
SAL 20,2-51,9

Pti porovnani dat naméfenych pomoci GCxGC/TOF a CZE lze vidét velmi podobné hodnoty
koncentraci v piitokové odpadni vodé z COV Brno-Modfice, a to i pies to, ze byly vzorky
odebirany v riznych ¢asovych obdobich.

Problematikou stanoveni 1é¢iv ve vodach se zabyvaji odbornici z oblasti environmentalni ana-
lyzy na celém svété, a proto jiz byla publikovana cela fada odbornych ¢lankt na toto téma.
Pro stanoveni této skupiny kontaminant jsou neustale vyvijeny jednak nové separacni, ale
i predseparacni metody pro Upravu, pieCi§téni a zakoncentrovani téchto analyti v realnych
vzorcich odpadnich i povrchovych vod.

Celosvétové patii analgetika bezpochyby k nejCastéji uzivanym léCivim, avSak vzhledem
k rizn€ rozvinutému farmaceutickému pramyslu, distribu¢nim firmam a dodavatelim, jsou
v jednotlivych zemich konkrétni 1éCiva rizné€ procentualné zastoupena. Koncentrace vybra-
nych 1é¢iv uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 29: Koncentrace analgetik v odpadni vod& pro rizné zemé (v ng.1™)

PAR | KET | DIC | IBU | NAP | SAL
Francie (108) — 1081 | 486 219 289 52
Rakousko (109) - - 4114 | 2679 - -
Velka Britanie (110) - - - 405 — —
Svédsko (111) — — 111 751 | 5153 -
Spanélsko (112) | 10194 | 451 250 516 99 —
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6 ZAVER

Predlozena dizertacni prace byla zaméfena na sledovani vybranych 1é¢iv ve vodach a jejich
prunik do Zivotniho prostiedi. Toto téma je celosvétové velmi aktualni, a proto bylo cilem
prace vypracovat novou a rychlej§i metodu pro stanoveni téchto specifickych kontaminantu.
Konkrétnimi 1é¢ivy byla zvolena skupina analgetik, nazyvana nesteroidni protizanétlivé latky,
a to z davodu jejich Casté a nadmérné konzumace.

Analytickou metodou pro stanoveni vybranych analgetik byla zvolena kapilarni zéonova elek-
troforéza s detekci diodovym polem. Pro extrakci a zakoncentrovani analytd byla vyuzita ex-
trakce pevnou fazi s pouzitim specialniho sorbentu, tvofeného kopolymerem s hydrofilni
a lipofilni ¢asti.

V prvni ¢asti experimentu byla nejprve vybrana vhodné analgetika pro analyzu, podle zaveé-
reCnych zprav Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv za posledni tii roky. Podle téchto udajt
a také jiz na ustavu realizovanych dalSich méfeni byla vybrana tato 1é¢iva: diklofenak, ibupro-
fen, ketoprofen, kyselina salicylova, naproxen a paracetamol.

V dalsim kroku byly optimalizovany podminky pro separaci vybranych analyti na kapilarni
zonové elektroforéze, za pouziti nepokryté kiemenné kapilary s vnitinim primeérem 75 pm.
Po optimalizaci metody byly pro vSechny analyty zméfeny kalibrac¢ni kiivky a vypocitany
meze detekce a stanovitelnosti.

Aby bylo dosazeno co nejvyssi ainnosti pii zakoncentrovani analyti béhem extrakce, byla
také optimalizovana metoda SPE. Béhem experimentu byla vénovana pozornost vlivim pH,
objemum vzorku a eluc¢niho Cinidla a také porovnani ucinnosti na tfech koncentracnich hladi-
nach.

Zkoumanou matrici byla odpadni voda odebirana ze dvou Cistiren odpadnich vod, a to nejen
z dvodu porovnani koncentraci zkoumanych analytt, ale také z divodu porovnani ucinnosti
dvou rozdilnych technologii Cisténi. Vzorky byly odebirany béhem meésici Cervna az srpna
roku 2011 a byly vyhodnoceny koncentrace sledovanych analyti na piitoku a odtoku COV.

Nejcasteji vyskytujicim se analytem v odpadni vodé na obou cCistirnach byly kyselina sa-
licylova a ibuprofen. Ostatni analyty byly také obsazeny, avSak v nizSich koncentracich. To
plné potvrzuje fakt, ze tato 1éCiva patii k nejCastéji uzivanym.

Pti sledovani vlivu technologii pouzivanych v Cistirnach na odbourani sledovanych kontami-
nantd byl pozorovan rozdil mezi obéma COV b&hem odstranéni ketoprofenu a diklofenaku.
Zatimco u velkokapacitni &istirny se u¢innost pohybovala nad 90 %, u COV do 10 000 EO
tato klesla az k 70 %. Analyty paracetamol, ibuprofen a kyselina salicylova byly na obou ¢is-
tirnach odstranény z vice jak 90 %, na rozdil od naproxenu, kde se ucinnost na obou Cistir-
nach pohybovala kolem 70 %.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

6MNAA

ASA

ATP

BCF

BGE

BW

CAR

CAS

CEL

COX

CwW

DVB

EO

EOF

FLD

FLU

GC

GIT

124

Kyselina 6-methoxy-2-naftyloctova

Kyselina acetylsalicylova

Adenosintrifosfat

Biokoncentracni faktor

Background electrolyte (zakladni elektrolyt)
Bandwidth (Sitka vystupni Stérbiny monochromatoru)
Carboxen

Chemical Abstracts Servise (spolecnost s databazemi chemickych latek)
Celekoxib

Cyklooxygenaza

Carbowax

Capillary zone electrophoresis (kapilarni zoénova elektroforéza)
Cistirna odpadnich vod

Ceska Republika

Diklofenak

Rozdélovaci koeficient voda/oktanol

Divinylbenzen

Ekvivalent obyvatel

Elektroosmoticky tok

Fluorecence detector (fluorescencni detektor)
Flurbiprofen

Gas chromatography (plynova chromatografie)
Gastrointestinal tract (travici Ustroji)

Hydrophilic-lipophilic-balanced reversed phase sorbent (sorbent obsahujici
hydrofilni a lipofilni reverzni faze)



HPLC

IBU

ID

IUPAC

Kq

Kp
Kow
KET
LDPE
LLE
LOD

LOQ

MEL
MESCO
Milli-Q
MS

Heft
NAP
NIM
NSAIDs

PAH

High performance liquid chromatography (vysoce ucinna kapalinova chro-
matografie)

Ibuprofen

Inner diameter (vnitfni primér)

Indometacin

International Non-Proprietory Name (generické nazvy 1€€iv)

International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezinarodni unie pro
¢istou a uzitou chemii)

Sorpéni koeficient

Distribucni konstanta

Parcialni rozdélovaci koeficient voda/oktanol
Ketoprofen

Low density polyethylen (nizkotlaky polyethylen)
Liquid-liquid extraction (extrakce kapalina-kapalina)
Limit of detection (limit detekce)

Limit of quantification (limit stanovitelnosti)
Vlnova délka, pii niz analyt dosahuje absorpéniho maxima
Meloxikam

Membrane Enclosed Sorptive Coating

Ultra Cista voda

Mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
efektivni mobilita

Naproxen

Nimesulid

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (nesteroidni protizanétlivé latky)

Polyaromatic hydrocarbons (polyaromatické uhlovodiky)
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PAR Paracetamol

PCB Polychlorované bifenyly

PDMS Polydimethylsiloxan

PE Polyethylen

PIR Piroxikam

PISCES Passive in situ Concentration/Extraction Sampler

PKa Disocia¢ni konstanta

POC Polar Organic Chemical (polarni organické latky)

POCIS Polar Organic Chemical Integrative Sampler

PTFE Polytetrafluorethylen (teflon)

QSAR Quantitative structure-activity relationship (kvantitativni vztahy mezi struk-

turou a biologickou aktivitou)

RSD Relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka)
SAL Kyselina salicylova

SAX Strong anion exchanger (silny aniontovy iontoménic)
SBSE Stir Bar Sorptive Extraction

SCX Strong cation exchanger (silny kationtovy iontoménic)
SLM Supported Liquid Membrane Device

SPE Solid phase extraction (extrakce pevnou fazi)

SPM Semipermeable Membrane (polopropustna membrana)
SPMD Semipermeable Membrane Device

SPMD-S Semipermeable Membrane Device — Solid

SPME Solid phase microextraction (mikroextrakce pevnou fazi)
SUKL Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

TOF Time of flight (hmotnostni analyzator doby pruletu

TPR Templated resin (podkladova pryskyfice)
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UV Ultrafialova oblast spektra

VIS Viditelna oblast spektra
WAX Weak anion exchanger (slaby aniontovy iontoménic)
WHO World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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10.3 Piiloha 3: Schéma kanaliza&ni sit& vedouci na COV Brno-Modfice
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10.4 Priloha 4: Priklad elektroforegramu odpadni vody na pritoku cov

200 nirn (20 nm), Ref 360 nm (100 nm)

230 nm (10 am), Ref 360 nm (100 nm)
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10.5 Priloha 5: Priklad elektroforegramu odpadni vody na odtoku z Cov

200 nrn (20 nim), Ref 360 nn (100 nem)

230 nim (10 ), Ref 360 nrm (100 1)

-]
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